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略語一覧 
 
・ APS：ammonium peroxodisulfate 
・ BPB：bromophenol blue 
・ BSA：bovine serum albumine 
・ CDDP：cisplatin 
・ Cx：connexin 
・ DiOC6（3）：3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide 
・ DMSO：dimethylsulfoxide 
・ ECMs：extracellular matrix 
・ EDTA：ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid 
・ ELISA：enzyme linked immunosolvent assay 
・ ERCC1：excision repair cross-complementing gene 1 
・ FACS：fluorescence-activated cell sorter 
・ FBS：fetal bovine serum 
・ GA：18β-Glycyrrhetinic acid 
・ GAPDH：glucose-6 phosphate dehydrogenase 
・ GJIC：gap junctional intercellular communication 
・ HIF：hypoxia inducible transcription factor 
・ MDR：multidrug resistance 
・ MM：malignant mesothelioma 
・ MRP：Multidrug resistance-associated protein 
・ NER：nucleotide excision repair 
・ NSCLC：non-small cell lung cancer 
・ PAI-1：plasminogen activator inhibitor-1 
・ PBS：phosphate buffered saline 
・ PCR：polymerase chain reaction 
・ PP1：pyrazolo [3,4-d] pyrimidine 1 
・ RCC：renal cell carcinoma 
・ RT：reverse transcription 
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・ SCID mouse：severe combined immunodeficient mouse 
・ SDS：sodium dodecyl sulfate 
・ SFKs：src family kinases 
・ siRNA：small interfering RNA 
・ Stat3：single tranducer and activator 3 
・ TBS：tris buffered saline 
・ TEMED：N, N, N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine 
・ uPA：urokinase plasminogen activator 
・ uPAR：urokinase plasminogen activator receptor 
・ VBL：vinblastine sulfate 
・ VEGF：vascular endothelial growth factor 
・ VNR：vinorelbine ditartrate 
・ VPL：verapamil hydrochloride 
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序章 
 
がん (悪性腫瘍) が死亡原因の頂点に立つようになったのは 1981 年以来で、平均寿命
の延長化に伴い、医療において癌治療の重要性はさらに高まっているといえる。平成 19 年
4 月には「がん対策基本法」が施行となった。これは日本のどこでも分け隔てなく高水準のが
ん治療が受けられる体制の実現を目指すもので、実質的な施行機関として同年 10 月 1 日、
国立がんセンター内にがん対策情報センターが設置された。1) このような流れの背景には
日本のがん対策の現状に不満を抱き、立ち上がった患者たちの存在があった。本邦におい
てがん治療が遅れる原因は、早期発見のためのがん検診の普及率の問題を除いて、主とし
て三つ考えられている。一つには、標準治療法が地域、施設または医師間の格差なく適正
に使用されていないことが挙げられる。2) このような格差をなくすための動きとしては、全国
にがん診療連携拠点病院を設置することにより、患者の氏名・年齢・性別・居住地・がんの発
生部位・経過・診療内容・転移・治療後の再発などの内容を登録する地域がん登録事業が
ようやく推進されようとしている。3) 
二つ目の原因として、抗がん剤などの化学療法を専門とする腫瘍内科専門医が諸外国
に比べて著しく不足していることが指摘されている。現状では外科医が抗がん剤治療も兼任
している状態だが、厚生労働省の「がん対策の推進に対する意見交換会」の会合では、手
術専門の「腫瘍外科専門医」と薬物療法専門の「がん薬物療法専門医」に分けた方が治療
成績や患者の QOL が向上するのではないかという意見も出ている。また、がんに関する基
盤的な幅広い事項に関する知識・技術を取得していることを認める「がん治療認定医制」が
設置され、平成 20 年に第 1 回の試験が実施される予定である。そしてがん医療に関する専
門医・専門看護師と共に、がん薬物療法に精通した薬剤師の配置が求められ、平成 19 年
にがん専門薬剤師認定制度が走り出した。いずれもがん治療認定医や認定薬剤師を取得
した上に専門医や専門薬剤師の認定を受けられるという二段階制になっており、また認定
制度には複数の学会が関与して共通のカリキュラムが作成されている。単にジェネラリストと
しての育成のみならず、スペシャリストとして高度な専門知識・技術を持ち、社会に対して責
務を負う医療者を作ろうというコンセプトが伺われる。薬学分野で特筆すべきことは、日本癌
治療学会において「薬学」の専門科が仮設置されたことや、日本緩和医療薬学会が立ち上
がったことなど、がん治療に携わる薬剤師や薬学研究者の役割が期待されている。従ってこ
れらの期待にどれだけ応えていけるかが今後の薬学分野の発展にも繋がるであろう。 
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三つ目には、海外で認可されている薬剤が日本でなかなか承認されないこと (ドラッグラ
グ) や適応外使用が認められずに多剤併用療法に踏み込めないこと等が挙げられる。日本
はこれまで予防や診断に重きを置く傾向があったが、今後は海外での成果と現状を踏まえ
た上で新しい治療法の開発に正しい理解と精力的な取り組みを行っていく必要があり、特に
その基礎を作る臨床試験への参画は必須と考えられる。治療法の実践に至るまでの期間を
欧米並みにスピードアップさせるためには、まずは基礎研究で科学的根拠を固めること、臨
床試験で実証すること、そしてそのエビデンスをガイドラインという形で普及させ、実地医療
の実践に使用するという一連のサイクルの重要性を認識しなければならない。 
以上のような背景がある一方で、近年はゲノム解析の進歩によって癌遺伝子の研究が進
み、遺伝子治療の重要性が唱えられている。がんに対する遺伝子治療は 1991 年に
Rosenberg らによりメラノーマにおいて腫瘍壊疽因子 (TNF-) を導入する治療が始めて
施行された。4) その後、米国では 300 以上の臨床試験が行われ、本邦においても 1998 年
に東京大学医科学研究所において顆粒球マクロファージ刺激因子 (GM-CSF) 遺伝子を
用いた腎細胞癌の免疫遺伝子治療が開始された。5) これは患者体内における抗腫瘍免疫
能を誘導することを目的としている。現在の遺伝子治療の中ではこのような免疫遺伝子治療
が占める割合は 50%であるが、一方で癌抑制遺伝子を直接腫瘍内に送達させる治療法も
存在する。3) 
本研究はがんの中でも難治性の固形腫瘍 (癌、癌腫) に対して抗癌活性を有する遺伝
子の機能を検証し、臨床応用への有用性を確認することを目的とした。対象としているのは
細胞間 Gap Junction (GJ) の構成因子であるコネキシン (Cx) 遺伝子である。Cx タンパ
ク質は細胞膜貫通型の普遍的なタンパク質で、これまでに約 20 種の遺伝子により規定され
ることがわかっている。6) Cx の構造を図 1 に示した。Cx ファミリーで共通する点は、膜を 4
回貫通し (M1-M4)、2 つの細胞外ループ (E1, E2) を持ち、1 つの細胞内ループ (CL) 
を持つことである。細胞膜上で Cx タンパク質同士が結合してコネクソンと呼ばれる 6 量体の
ヘミチャネルを形成し、さらに隣接細胞間のコネクソン同士が結合して GJ を形成する。7), 8) 
GJ は受動拡散も含めて親水性の小さな分子 (分子量 1 kDa 以下) の通り道となり、ATP、
glucose などの代謝物や栄養素、また IP3 や Ca2+などのセカンドメッセンジャーが細胞間を
受動的または能動的に行き来することで GJ を介する細胞情報伝達 (Gap Junctional 
Intercellular Communication; GJIC) がなされる。9) 隣接した細胞は、主に tight 
junction、adherence junction、そして GJ の 3 種類の様式で結合しているが、その中で
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GJ のみが細胞間情報伝達に関与している。このような情報伝達系は、組織や臓器の恒常
性の維持に必要不可欠な系である。さらに細胞質中に存在する Cx タンパク質の
Carboxy-terminal tail (C-tail) の長さや構成が Cx 分子種の多様性を決める重要な部位
となっている。10) C-tail は GJ チャネルの形成に必要でない一方で、タンパク質－タンパク
質間の相互作用の場であり、またいくつかのリン酸化部位を含むため、GJ の機能を制御す
るのに重要な部位であると認識されている。11), 12) 
多くの研究から悪性形質転換した細胞と形質転換していない細胞を共培養すると前者の
細胞増殖が抑制されることが明らかとなり、腫瘍性の細胞と非腫瘍性の細胞のヘテロな接触
に起因すると考えられた。13) この増殖抑制作用は contact inhibition と呼ばれ、主に細胞
間のadherence junctionと接着因子の cadherinの関与で研究されてきたが、他の細胞間
結合を形成するタンパク質の関与も徐々に明らかになり、Cx に関しては N-cadherin 複合
体と Cx43 が共集合することが示されて着目されるようになった。14) Cx の contact ihibition
作用は、形質転換していない細胞から接触部位を介して何らかの因子が分泌される様な
GJIC によるものと考えられた。さらに Cx43 の C-tail と様々なタンパク質が直接的に相互作
用することが報告され、今では GJIC 非依存的な作用の存在が示唆されている。15) また、
癌研究における Cx の作用は細胞増殖抑制のみならず、癌細胞の原発巣からの離脱や浸
潤抑制 16) 、血管外遊出の制御 17) 、薬物に対する感受性の増強 18) など、多くの可能性が
見出されている。 
Cx のどの分子種が発現するかは細胞や組織に特異的で、腫瘍組織では発生母体組織
で主に発現がみられる Cx がしばしば低下しているが、この原因は p53 のように遺伝子の欠
損や変異によるというよりは、プロモーター領域の過剰なメチル化によって転写制御が掛か
ることに起因すると報告されている。19) またヒストン脱アセチル化酵素阻害剤で Cx43 の発
現が誘導されたとの報告もあり 20) 、DNA 配列に因らない修飾 (epigenetic) 機構が Cx の
発現制御に重要であることが判明されつつある。 
現在、発癌過程に関しては二つの異なる考え方が存在する。腫瘍組織を構成する細胞
はヘテロな遺伝子プロファイルと形質を持つ集団であるが、癌はモノクローナルに発達する
ようにみえる。しかし癌は多分化能をもつ幹細胞 (Stem cell) に必ず由来するものであると
いうのが一つの考え方である。一方で、分化した細胞は、脱分化することによって発癌過程
に進むことができるという考え方もある。ところがいずれに関しても全面的に支持できる情報
をまとめた総説は存在しない。そこで癌細胞には Stem cell 型と脱分化型の 2 種類の細胞
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の型があるという説 21) が出てきた (図 2)。発癌過程で Cx 発現が低下する機序についても
この説に当てはめて考えると、以下のように考えられる。①Stem cell 型：Cx 発現は元来な
い。抗増殖因子により増殖が抑制されている。抗増殖因子の破綻によってプロモーションに
入り、癌細胞が増殖する。②脱分化型：Cx の発現があり、GJIC 機能もある。GJIC により増
殖が制御されている。癌遺伝子の mutation や癌抑制遺伝子の発現低下などにより GJIC
が阻害されるとプロモーションに入り、癌細胞が増殖する。①の場合は GJIC を阻害してもプ
ロモーションは起こらない。逆にこのような癌細胞に対して GJIC 機能を増強させるような薬
物を使用しても効果は期待できない。すなわち両者を同じように扱うことはできず、全ての癌
に効く万能の薬は存在しないのである。癌細胞の Cx あるいは GJIC を増強させることは細
胞増殖の抑制、分化の誘導、アポトーシス感受性の増強、そして化学療法や放射線療法の
奏功率を上げる可能性を秘めているが、癌治療においては単に癌細胞だけの問題ではなく、
それを取り巻く環境・背景を考慮しなくてはならない。同様にその組織だけでなく、遠隔の細
胞や組織まで考察を巡らさなくてはならない。 
本研究においては、難治性で有望な治療法が模索される癌腫を選択した。それぞれに最
適と思われる Cx 分子種を組み合わせて、新たな治療法の糸口を見つけるべく検討を行っ
た。Cx の分子種には、その発生母体細胞で発現する Cx 分子のうち癌部位で発現が低下
するものを候補に選んだ。Cx 分野の先駆者たちの研究から癌に対する Cx の役割を学び、
その活用方法について考察し、また現在の癌治療で求められていることは何であるのか逡
巡した末、特に既存の化学療法薬との併用効果について検討するに至った。さらに、癌治
療の最大課題は再発を防ぐことであり、転移を未然に防ぐことであるともいえる。第 1 章では
Cx32 遺伝子を取り上げ、特に既存の化学療法薬を用いる上で Cx32 が有効な併用手段と
成り得るのか、また化学療法の奏功率に大きな影響を及ぼす転移に対しては効果を持ち得
るのかなどについて、以前に Cx32 の抗腫瘍効果が認められた腎細胞癌ならびに肺腺癌の
細胞株を用いて検証した。第 2 章では Cx43 遺伝子を取り上げ、悪性中皮腫に対する治療
に有用性を見出せるか検証した。最後に各分子種ごとにCxの作用点をまとめ、治療への応
用と今後の展望について考察した。 
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図 1 Gap junction を構成するコネキシン 
 
 
 
図 2 GJIC 機能不全の癌細胞の起源 (脱分化型と Stem cell 型) 
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Trosko et al, 「 Gap Junctions as targets for cancer chemoprevention and 
chemotherapy」 Current Drug Targets 3, 465-482 (2002) より抜粋 
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第 1 章 コネキシン 32 遺伝子の癌抑制能に関する検討 
 
緒言 
 
腎癌は成人のがん全体の約 2% を占めるといわれており、がん人口としては多くはないも
のの罹患率の年次推移を見ると男女ともに増加傾向を示している。22) また腎癌患者のほぼ
半数が 5 年以内の死を宣告され、転移性であった場合の 5 年生存率は 10% を下回る。23) 
また本邦においては高齢化に伴い、腎疾患患者に対し年間約 33,000 例の透析が新規に
導入され、累積患者数は年々10,000 人以上増加するといわれている。4) 長期透析患者に
は腎癌の発症頻度が高いことが良く知られており、透析患者の中で腎癌の年間発症率は
150～180 人/10 万人とされる。これも腎癌罹患率の増加要因の一端と考えられるだろう。実
際に罹患率の年齢別推移をみると若年層では男女とも減少傾向がみられるが、高齢者層で
の増加傾向が全体を押し上げていると考えられる。24) WHO による 2004 年の腎癌の病理
学的分類によると、大部分が腎細胞癌 (Renal cell carcinoma; RCC) であり、またその
75% が淡明細胞癌 (Clear cell carcinoma) といわれている。23) この名前は淡明な胞体
を持つ細胞から構成されることに由来し、細胞は大型で立方体、円柱状、多角形と多様で
境界が明瞭、細胞質は水様透明で脂質およびコラーゲンに富むことが特徴的である。どの
サイズの淡明細胞癌も揃って悪性度が高いとみられている。23) この癌細胞は腎静脈に浸
潤する傾向があり、特に肺や骨へと遠隔転移を起こしやすい。25) 腎癌は放射線や抗がん
剤に対する感受性が低く、手術治療が唯一の根治療法である。26), 27) 画像診断の著しい進
歩や手術器具の開発、技術の向上などにも関わらず、進行性腎癌に対する治療戦略は手
術以外にほとんどないといわざるを得ない。従って治療の主体は外科療法で、病期に関わ
らず、摘出できる場合は腎臓の摘出、または部分的に摘出することが最も一般的といえる。
ただし、腫瘍が多発している場合など外科的切除が困難な場合は化学療法や免疫療法が
主体となる。腎癌に対する化学療法薬はビンカアルカロイドの vinblastine (VBL) や代謝
拮抗剤の 5-fluorouracil などが用いられることもあるが、ほとんど無効であるため、インター
フェロン (IFN)  やインターロイキン (IL)-2 などの生体免疫を賦活化するような薬剤が用
いられる。しかしこれらはいずれも高価な薬剤であり、その単独奏功率は 20～30% であるこ
とを念頭に置かなければならない。4) また一部の施設においては IL-2 を用いた養子免疫
療法 (lymphokine activated killer T cell 療法；LAK 療法) の有効性が報告されている
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が 28)、LAK 細胞が腫瘍内部への集積が悪いことが明らかとなり、現在はがんに対する特異
性を高めるように工夫された治療法の開発が継続されている。29) さらに遺伝子工学技術の
発達に伴い、抗がん活性を増強する遺伝子をがん細胞に導入したり、サイトカイン遺伝子を
免疫担当細胞に導入したりするような免疫遺伝子療法も試みられている。しかしこれらは一
般的な手段ではなく、経費、人手、効果と副作用の兼ね合いによって判断されるべきもので
ある。 
一方、肺癌は近年、本邦においてがんの死亡者数の部位別の比較では男性で 1 位、女
性で 2 位を占める罹患率の高い癌腫である。30) 罹患率と死亡率の間にほとんど差がないこ
とからも肺癌罹患者の生存率が低いことが伺える。30) 肺癌の大部分は非小細胞肺癌で、組
織型では扁平上皮癌に比べ、腺癌の割合が増加している。通常、Ⅰ期からⅣ期までの病期
分類でⅢA 期までが手術の対象となるが、心臓や肺の機能障害がある場合は手術ができな
い。これに対し、化学療法は全身治療と呼ばれる所以の通り、肺や肺の外に拡がった癌細
胞にも効果が期待される。しかしながら非小細胞肺癌は抗がん剤に対する感受性が低く、
現状では抗がん剤のみで癌を治療することは不可能である。そのため治療成績の向上を目
指して化学療法に関する多くの臨床試験が進められている。その一つとして近年登場した
新規ビンカアルカロイド誘導体の vinorelbine (VNR) は、フランスで開発された薬剤で、ビ
ンカアルカロイドで高頻度に発現しやすい末梢神経障害が軽減されていることが特徴的で
ある。本邦でも非小細胞肺癌患者に対して第Ⅰ相、第Ⅱ相の臨床試験が実施され、良好な
奏功率を示した。31), 32) また併用療法として欧米では白金製剤の cisplatin (CDDP) との
併用が検討され、第Ⅲ相試験も施行された。VNR+CDDP 群は従来の vindesine+CDDP
群よりも奏功率、生存期間とも有意に優れたという報告がなされている。33), 34) 免疫療法に
関しては RCC 同様に種々の試みが検討されているがいずれも実験段階であり、肺癌に有
効な免疫療法は現状では存在しない。 
以上に述べたように、化学療法は腎癌、肺癌の治療において要といっても過言ではない。
一般に抗がん剤に耐性化した細胞に対しては放射線療法にも耐性となることが多いが、両
者の間には特徴的な差異もみられる。放射線療法は腫瘍体積の大きい場合には有用であ
る反面、全身に転移が見られる場合には使用し難い。化学療法は逆に腫瘍体積が大きいと
深部まで薬物が行き届かず、効果が得られ難いが、転移が散在してしまった場合には効果
的である。35) 従って転移を考慮すれば治療はもちろん、外科的切除の後の再発予防措置
としても化学療法の奏功率がどれだけ重要であるかがわかる。 
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第 1 章では Cx32 の癌抑制機能を検討する癌腫として RCC ならびに NSCLC を取り上
げたが、これまでに我々は RCC に対して Cx32 が増殖抑制をはじめとする抗腫瘍効果を持
ち得る可能性を見出している。36)-41) またマウスに diethylnitrosamine を用いて肺癌を誘
発させたモデルにおいて、Cx32 欠損マウスは野生マウスよりも腫瘍発生率が高かったという
報告がなされている。42), 43) 第 1 節では既存の化学療法薬に対する薬剤耐性に関して、
Cx32 遺伝子が及ぼす影響について検討した。第 1 項では腎細胞癌における Cx32 と併用
効果が期待される化学療法薬の候補に VBL を取り上げ、RCC 細胞株 Caki-1 細胞に対す
る Cx32 と VBL の併用による殺細胞効果への影響を、Cx 固有の作用である GJIC 機能の
他、薬剤耐性因子の発現・機能制御の観点から検討した。また第 2 項では NSCLC 細胞株
A549 細胞における VNR の殺細胞効果に対する影響を、上記と同様にして評価した。
Cx32 の併用薬として VBL や VNR を選択した理由は、これらがそれぞれ腎癌や肺癌に対
して用いられる抗がん剤の中では、単剤または他の薬剤との併用時に比較的高い奏功率を
示していること、また癌細胞に取り込まれた場合、直接的に細胞傷害性を発揮する薬物であ
り、Cx32による殺細胞効果の増強が期待されたことなどが挙げられる。続いて第2節では癌
の最重要課題である転移に対する影響を検討した。第 1 項では in vitro、第 2 項では in 
vivo の系で検討を行った。そして第 3 節では以上の Cx32 遺伝子の作用について、作用機
構の検討を行った。 
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第 1 節 薬剤感受性に対する影響 
 
第 1 項 腎細胞癌株における vinblastine の殺細胞効果に対する影響 
 
第 1 項では腎細胞癌株 Caki-1 に Cx32 を遺伝子導入した株を用いて、腎癌に対する既
存の化学療法薬の一つ、VBL の殺細胞効果に及ぼす影響について検討した。Cx32 の作
用として GJ を介する細胞情報伝達能 (GJIC) の関与の他、VBL が細胞膜上の薬剤排出
トランスポーター，P 糖タンパク質 (P-gp) の基質となること、また VBL が誘導するアポトー
シスにおいてミトコンドリアが作用点となること、などからこれらの因子に対して Cx32 が及ぼ
す影響を検討した。 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
既存のヒト転移性腎細胞癌株を代表する一つ、Caki-1 細胞株  (American Type 
Culture Collection 〔ATCC〕 から購入) を用いた。Caki-1 細胞に Cx32 を遺伝子導入し
た株 〔Caki-1T〕 と発現ベクターのみを導入した株 〔Caki-1W〕 を既に樹立しており、継
代数が 15 以下のものを以降の実験に使用した。細胞の培養は 10% FBS、0.5 units/mL 
penicillin, 1 μg/mL streptomycin 添加 McCoy’s 5A medium modified を用いて 37℃、
5% CO2 下で行った。 
 
【使用薬物】 
1) McCoy’s 5A medium modified (GIBCO) 
2) Trypsin-EDTA (GIBCO) 
3) PBS (GIBCO) 
4) Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
5) BSA (岩井化学薬品 (株) ) 
6) 2 M Tris-HCl (pH7.2～7.6) 
→ Tris BASE (SIGMA) 121.2 g / 蒸留水で 500 mL に Fill up 
7) 1.5 M Tris-HCl (pH8.8) 
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→ Tris BASE 45.41 g / 蒸留水で 250 mL に Fill up 
8) 0.5 M Tris-HCl (pH6.5) 
→ Tris BASE 12.12 g / 蒸留水で 200 mL に Fill up 
9) 1.5 M NaCl 
→ NaCl (Wako) 43.83 g / 蒸留水で 500 mL に Fill up 
10) TBS (10×) 
→ 2 M Tris-HCl 50 mL + NaCl 43.83 g / 蒸留水で 500 mL に Fill up 
11) TBS + 1 mM EDTA 
→ 0.2 M EDTA (Wako) 2.5 mL + TBS 500 mL 
12) TBS-T 
→ Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate (Wako) 1 mL + TBS 1 L 
13) 可溶化 Buffer (表記は最終濃度、β-Mercaptoethanol は直前に添加) 
→ 50 mM Tris-HCl (pH6.5), 10% Glycerol (SIGMA), 2% SDS (Wako), 2%-10% 
β-Mercaptoethanol (Wako) 
14) 0.1% BPB (Wako) 
15) TEMED (Wako) 
16) 10% APS 
→ APS (Wako) 1.0 g / 蒸留水で 10 mL に Fill up 
17) 10×Electrophoresis buffer (pH8.3) 
→ Tris BASE 30.3 g + Glycine (MP Biochemicals) 144 g + SDS 10 g / 蒸留水で 
1 L に Fill up 
18) 10×Transblotting buffer 
→ Tris BASE 15.15 g + Glycine 72 g / 蒸留水で 500 mL に Fill up 
19) FULL RANGE RAINBOW (Amersham LIFE SCIENCE) 
20) Methanol (Wako) 
21) Skim Milk (森永乳業 (株) ) 
22) ECLTM Western blotting detection reagents (Amersham Pharmacia Biotech) 
23) 生化学用ヨウ化プロピジウム 〔PI〕 (Wako) 
24) Ribonuclease 〔RNase〕 A (MP Biomedicals) 
25) PI 染色液 
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→10 μg/mL PI + 100 Unit RNase A 
26) Ethanol (Wako) 
27) Gel Star Nucleic Acid Gel Stains (TaKaRa) 
28) Wide-Range DNA (TaKaRa) 
29) TAE 緩衝液 (×20) 
 → Tris BASE 96.8 g + 酢酸 (Wako) 28 mL + EDTA 15.77 g / 蒸留水で 1 L に
Fill up 
30) SYBER GREEN Premix Taq (TaKaRa) 
31) Rox Reference Dye (50×conc.) (TaKaRa) 
32) MATRIGEL (SIGMA) 
33) 0.9% NaCl (saline) 
→ NaCl 9.0 g を滅菌水に溶かし 1 L に Fill up 
34) Vinblastine sulfate 〔VBL〕 (Wako) 
35) Verapamil hydrochloride 〔VPL〕 (SIGMA) 
36) 18β-Glycyrrhetinic acid 〔GA〕 (SIGMA) 
37) 抗 β-actin 抗体 (SIGMA) 
38) 抗 cytochrome c 抗体 (BD Sciences) 
39) 抗 P-glycoprotein 〔P-gp〕 抗体 (SIGMA) 
40) 抗 Rabbit-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
41) 抗 Mouse-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
42) Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Applied Science) 
 
【WST-1 assay】 
① Caki-1W および Caki-1T を 96-well plate にそれぞれ 1.0×103 cells/well 播種し、
10% FBS 添加培地を用い、5% CO2、37℃で 24 時間培養した。 
② 24 時間後、それぞれの well に 5% FBS 添加培地を用い、最終濃度が VBL; 2, 5, 8 
nM になるように調製し、5% CO2、37℃で 48 時間インキュベートした。コントロールには
DMSO (最終 0.1% v/v) を用いた。 
③ 各 well に Cell Proliferation Reagent WST-1 を 10 μL ずついれ、軽くピペッティン
グし、混合した。 
16 
④ 5% CO2、37℃で 60 分間インキュベーションし、MTP-650FA Micro Plate Reader 
(CORONA ELECTRIC) を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 
【GJ inhibitory assay】 
① 24-well plate に Caki-1W、Caki-1T をそれぞれ 1.5×104 cells/well 播種し、10% 
FBS 添加培地を用い、37℃、5% CO2 インキュベーターで 24 時間培養した。 
② VBL と Gap junction の阻害剤 GA を DMSO で希釈し、VBL; 5 μM 液、GA; 0.25 
mM 液を調製し、またそれぞれの 2 倍濃縮液を等量混合して最終濃度 VBL/GA; 5 
μM/0.25 mM となるように VBL/GA 混合液を調製した。 
③ ②をさらに培地 5% FBS 添加培地で 1,000 倍に希釈し、それぞれ VBL; 5 nM, GA; 
0.25 μM の薬物溶液と、それらの 2 倍濃縮液を等量混合して最終濃度 VBL/GA; 5 
nM/0.25 μM になるように VBL/GA 混合液を調製した。 
④ ①の培地をアスピレーションにより除去し、③で調製した薬物溶液を 0.1 mL/well 添加
した。5% CO2、37℃で 48 時間インキュベートした。 
⑤ 5% CO2、37℃で 60 分間インキュベーションし、MTP-650FA Micro Plate Reader 
(CORONA ELECTRIC) を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 
【RNA 分離・定量】 
〈細胞サンプルの調製〉 
Caki-1W、Caki-1T を各々60 mm dish に播種し、10% FBS 添加 McCoy’s 5A 
medium modified を用い、5% CO2、37℃でコンフルエントになるまで培養した。細胞を
PBS 1 mL で 2 回洗い、セルスクレーパーでかき取り回収した。ただし、回収は氷上で行い、
RNA 分離をすぐに行わない場合は-80℃に保存した。 
〈RNA 分離・定量〉 
RNA 分離は ChargeSwitchⓇ Total RNA Cell Kits (Invitrogen) のプロトコールに従
い、以下のように行った。 
－Cell Lysates Preparing－ 
① Lysis Buffer (L16) 500 μL に 0.5 M DTT 5 μL と Protease K 5 μL を混合し、Lysis 
Mix を調製した。回収した各細胞サンプルに Lysis Mix 500 μL を加え、細胞が溶解し
て粘性がなくなるまでピペッティングした。 
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② 60℃の恒温槽で 15 分間インキュベートした。軽くボルテックスで混合し氷上に 1 分間静
置した。 
－Binding RNA－ 
③ キットの ChargeSwitch Magnetic Beads をボルテックスにかけ、完全に溶解させてか
ら各サンプルに 100 μL ずつ加えた。 
④ Binding Buffer (B9) 200 μL をサンプルに加え、泡を立てないようにピペッティングし、
室温で 1 分間インキュベートした。 
⑤ サンプルを Magnet Rack に置き、ペレットがマグネットに結合し、上清が透明になるま
で静置した後、Magnet Rack に置いたまま上清を除去した。 
－DNase I treatment－ 
⑥ Magnet Rack からサンプルを離し、Wash Buffer (W14) 500 μL を加え、泡立てない
ようにピペッティングしてから⑤と同様に上清を除去した。 
⑦ DNase I Digestion Mix 250 μL を加え、泡立てないようにピペッティングし、室温で
10 分間インキュベートした。 
⑧ Binding Buffer (B9) 80 μL をサンプルに加え、泡立てないようにピペッティングし、室
温で 1 分間インキュベートした。 
⑨ サンプルを Magnet Rack に置き、⑤と同様に上清を除去した。 
－Washing RNA－ 
⑩ Wash Buffer (W13) 750 μLをサンプルに加え、泡立てないようにピペッティングしてか
ら⑤と同様に上清を除去した。 
⑪ Wash Buffer (W14) 750 μL をサンプルに加え、⑤と同様にして上清を除去した。 
－Eluting RNA－ 
⑫ Eluting Buffer (E7) を使用前に 60～70℃に温めておき、サンプルに 150 μL 加え、
泡立てないようにピペッティングして 2 分間インキュベートした。さらにピペッティングし、
室温で 3 分間インキュベートした。 
⑬ サンプルを Magnet Rack に置き、上清が透明になるまで静置した後、上清を回収し、
これを total RNAサンプルとした。Total RNA量は分光光度計 (GeneQuant) を用い
て定量した。 
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【RT-real time PCR】 
① 滅菌した 0.2 mL Thin Wall PCR Tube with Cap に、以下の試薬、Total RNA サン
プルを加えた。ただし Total RNA 量は吸光度の数値によって均等になるように加え 
(最大 10 μL)、DPEC treated water を用いて希釈した。 
Total RNA  X μL 
Oligo DT  1 μL 
10 mM dNTP mix  1 μL 
DPEC-Water 12 μL に fill up 
② これを TaKaRa PCR Thermal Cycler MP (TaKaRa) を用い、70℃で 10 分間インキ
ュベートし、氷上に 2 分間放置した。 
③ ②に RNase inhibitor 1 μL、0.1 M DTT 2 μL、5×First Strand Buffer 4 μL を添加
し、TaKaRa PCR Thermal Cycler MP (TaKaRa) を用い、25℃で 10 分間インキュ
ベーションした。 
④ Super ScriptTM Rnase H-Reverse Transcriptase 1 μL を添加し、TaKaRa PCR 
Thermal Cycler MP (TaKaRa) を用い、25℃で 5 分間、37℃で 10 分間、42℃で 60
分間、99℃で 5 分間インキュベーションし、RNA を cDNA に変換した。 
Table 1 
Gene 
NCBI 
reference 
primer 
Sequence 
(5'-3') 
 
MDR-1 NM_000927 Forward primer GCTCCGATACATGGTTTTCC 
  Reverse primer TTACAGCAAGCCTGGAACCT 
GAPDH NM_002046 Forward primer CCAACGTGTCAGTGGTGGA 
  Reverse primer CAGCGTCAAAGGTGGAGGA 
NM_001101 Forward primer CATCGAGCACGGCATCGTCA β-actin 
(ACTB)  Reverse primer TAGCACAGCCTGGATAGCAAC 
RPL32 NM_000994 Forward primer CATCTCCTTCTCGGCATCA 
  Reverse primer AACCCTGTTGTCAATGCCTC 
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① Table 1-1-1 に配列を示した各遺伝子の特異的プライマーを 10 pmol/μL に調製した。 
② 検量線用スタンダードとして、各遺伝子の RT-PCR 産物をアガロースゲル電気泳動・切
り出し精製後に 1 ng/μL に保存したものを用い、10‐6, 10‐7, 10‐8, 10‐9 ng/μL に調製し
た。 
③ サンプルは、合成した Caki-1W、Caki-1T の cDNA を各々滅菌水で 2 倍に希釈したも
のを用いた。 
④ PCR 試薬の調製は定測チューブ 1 本につき、以下に示す分量で調製した。 
SYBER® Premix Ex TaqTM 12.5 μL 
PCR forward  0.5 μL 
PCR reverse  0.5 μL 
ROX Reference Dye  0.5 μL 
dH2O  9.0 μL 
Total 23.0 μL 
⑤ PCR 試薬を添加したチューブに各サンプルを 2 μL ずつ添加した。また、内部標準とし
て β-actin または GAPDH を、さらに Negative control として滅菌水を用いた。 
⑥ 調製した⑤のサンプルは ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) を用いて増幅を
開始した。サーマルサイクラーの条件は 95℃ 10 秒間インキュベート後、95℃で 5 秒、
60℃で 31 秒を 1 cycle として、40 cycle 行った。 
 
【Cx32 siRNA 処理】 
① Caki-1T を 60 mm dish に 2.0×105 cells/dish 播種し、10% FBS 添加 McCoy’s 5A 
medium modified を用い、5% CO2、37℃で 24 時間培養した。 
② Enhancer R 6.4 μL、Buffer ECR 82.8 μL、296.82 μg/mL siRNA (Qiagen) 10.8 
μL を混合し、Mix を調製した。Control には、296.82 μg/mL siRNA の代わりに
siRNA Buffer を 10.8 μL 混合した。 
③ ②で調製した Mix を室温で 5 分間インキュベーションし、側面についた溶液を軽く遠心
して回収した。RNAiFect Transfection Reagent (Invitrogen) 16 μL を Mix に添加
し混合した後、室温で 5 分間インキュベーションした。 
④ 細胞培養中の dish を PBS 3 mL で 1 度洗浄し、新たに PBS 3 mL で浸しておいた。 
⑤ McCoy’s 5A medium modified 900 μL を Mix に添加し、混合した。プレートからPBS
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を除去し、Mix 1 mL を 1 滴ずつ滴下した。5% CO2、37℃で 3 時間インキュベーション
した。 
⑥ 培養液を除去し、PBS 2 mL で 1 度洗浄した後、10% FBS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified 2 mL を加え、5% CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。 
⑦ 48 時間後、細胞を回収、RNA を分離・定量し、cDNA を合成した。Real time-PCR 法
により cDNA を増幅した。 
⑧ Cx32 mRNA の発現が抑制されていることを確認した後、MDR-1 mRNA の発現を
Real time PCR 法により解析した。ただし、RNA の分離・定量、cDNA への変換、およ
び Real time-PCR 法は上記の各方法に従った。なお、siRNA そのものの副次作用が
ないことを non-specific control siRNA (Qiagen) を用いて、確認した。Cx32 siRNA
および non-specific control siRNA の sense、anti-sense の配列は Table 1-1-2 に示
した。 
Table 1-1-2 
The sense and antisense strands of Cx32 siRNA   
siRNAs  
Sequence 
(5'-3') 
 
Cx32 siRNA Sense AAGAGGCACAAGGTCCACATCdTdT 
 Antisense GAUGUGGACCUUGUGCCUCUUdTdT 
nonspecific control siRNA Sense UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT 
 Antisense ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT 
 
【P-gp inhibition assay】  
① Caki-1W および Caki-1T を 96-well plate にそれぞれ 3.0×103 cells/well 播種し、
10% FBS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5% CO2、37℃で 24 時間培
養した。 
② 24 時間後、それぞれの well に 5% FBS 加 McCoy’s 5A medium modified を用い、
VBL または P-gp 競合阻害剤、VPL が最終濃度で以下の各濃度になるように薬物を調
製し、培養上清と置換した。5% CO2、37℃で 48 時間または 72 時間インキュベーショ
ンした。コントロールには DMSO を用いた。 
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（1） Control (DMSO 0.1% v/v) （6） VBL 20 nM   
（2） VPL 10 μM （7） VBL 5 nM + VPL 10 μM 
（3） VBL 2 nM （8） VBL 10 nM + VPL 10 μM 
（4） VBL 5 nM （9） VBL 20 nM + VPL 10 μM 
（5） VBL 10 nM   
③ それぞれの well に Cell Proliferation Reagent WST-1 を 10 μL ずつ分注し、軽くピ
ペッティングし混合した。 
④ 5% CO2、37℃で 60 分間インキュベーションし、MTP-650FA Micro Plate Reader 
(CORONA ELECTRIC) を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 
【Western blot】 
〈サンプルの調製〉 
Caki-1W および Caki-1T を各々60 mm dish に 2.0×105 cells/dish 播種し、10% FBS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5% CO2、37℃で培養した。24 時間後に
VBL を最終濃度で 5 nM になるように添加し、48 時間 5% CO2、37℃で培養した。またコン
トロールとして DMSO を最終 0.1 %, v/v となるように培地に添加し、同様に培養した。 
〈Western blot〉 
① 細胞を TBS + 1 mM EDTA で洗浄後、セルスクレーパーでかき取り回収した。 
② 可溶化 Buffer に最終濃度で 2% となるように β-Mercaptoethanol を混合し、回収した
細胞に上記の混合液を 100 μL 加え、超音波をかけて細胞を溶解した。 
③ 100℃の Water bath (SIBATA) で 3 分間インキュベーションした後、4℃で 15,000 
rpm、5 分間遠心した。この上清をサンプルとし、タンパク定量を行った。 
④ タンパク定量は、DC Protein Assay System (BIO-RAD) を用い、Lowry 法に基づ
い て 行 っ た 。 サ ン プ ル 25 μL 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 可 溶 化 Buffer (2% 
β-Mercaptoethanol 混合後) 25 μL をそれぞれ 1.5 mL マイクロチューブに分注した。
それぞれに RC Reagent I を 125 μL ずつ加え、よく攪拌し、室温で 1 分間放置した。
さらに RC Reagent II を 125 μL ずつ添加し、よく攪拌した。室温で、15,000 rpm、5
分間遠心後、上清を除去した。DC Reagent S 5 μL と DC Reagent A 250 μL を混合
し、得られた沈殿に上記の混合液を 127 μL ずつ加え、よく攪拌し、室温で約 5 分間放
置した。沈殿が溶解されたのを確認後、Reagent B を 1 mL ずつ添加し、室温で 15 分
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間放置した。分光光度計 (BECKMAN) を用い、波長 750 nm で吸光度を測定した。 
⑤ 下記の分量で泳動用ゲルを作製した。 
アクリルアミドゲル濃度 5% 8% 10% 12% 15% 
1.5 M Tris-HCl (pH8.8)  5.0 mL  5.5 mL  5.5 mL  5.0 mL  5.0 mL 
蒸留水  11.5 mL  9.6 mL  7.6 mL  6.8 mL  4.8 mL 
30% アクリルアミド溶液  3.3 mL  5.3 mL  6.7 mL  8.0 mL  10.0 mL 
10% APS   200 μL  200 μL  200 μL  200 μL  200 μL 
TEMED   30 μL  30 μL  30 μL  30 μL  30 μL 
タンパク質の分子量 (kDa) 60-200  16-70  12-45 
⑥ タンパク定量の結果を用いて各サンプルのタンパク量が等量になるように調整し、15～
18 mA、約 250 V でミニスラブ電気泳動槽 (ATTO) を用い、電気泳動を行った。分子
量のマーカーとして FULL RANGE RAINBOW を用いた。 
⑦ 10×Transblotting buffer 20 mL、methanol 40 mL、蒸留水 140 mL を混合し転写
用 Buffer を作製した。ニトロセルロース膜 (9×6.6 cm) を転写用 Buffer に 30 分間浸
した。また作製した泳動ゲルも転写用 Buffer に 15 分間浸した。 
⑧ 転写装置 （ATTO） に転写用 Buffer をしみこませた濾紙 4 枚を気泡が入らない様に
注意して重ね、その上にニトロセルロース膜、泳動用ゲル、濾紙 4 枚を順次重ね、ヘラ
をかけてよく空気を抜いた。なお重ねる都度、転写用 Buffer を万遍なくかけた。119 
mA、約 350 V で 1 時間、ニトロセルロース膜に転写させた。 
⑨ 転写後、ブロッキングを行うために、ニトロセルロース膜を 5% Skim milk 中に転写面を
上にして浸し、4℃で一晩静置した。 
⑩ ⑨を TBS-T で 5 分間、2 回洗浄した。1% Skim milk in TBS-T を用いて一次抗体の
希釈液を作成した。室温で 1 時間、一次抗体と反応させた。 
⑪ ニトロセルロース膜を TBS-T で 3 回洗浄した (10 分×1，5 分×2)。0.1% Skim milk in 
TBS-T を用いて抗 Mouse-IgG 抗体を 4,000 倍に希釈し、二次抗体の希釈液とした。
ただし β-actin に対しては 6,500 倍希釈になるように調製した。ニトロセルロース膜を二
次抗体の希釈液に浸し、室温で 1 時間、振盪しながら反応させた。 
⑫ ニトロセルロース膜を TBS-T で 3 回洗浄した (10 分×1，5 分×2)。 
⑬ ECLTM Western blotting detection reagents の 1 液と 2 液を 1：1 に混合し、感光液
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を調製した。転写面に感光液を万遍なくかけ、室温で 1 分間反応させた。 
⑭ CCD カメラ内蔵ケミルミネッセンス測定装置 (AE-6961, ATTO) を用いて化学発光を
検出し、発光パターンの解析は解析ソフト (CS Analyzer, ATTO) を用いて行った。ま
た、内部標準として β-actin を用い、分子量のマーカーとして FULL RANGE 
RAINBOW を用いた。タンパク質バンドの定量解析は Scion image を用いて行った。 
 
【cytoshrome-c の検出】 
① Caki-1W および Caki-1T を各々60 mm dish に 1.0×106 cells/dish ずつ播種した。 
② VBL を最終濃度で 5 nM となるように培地に添加し、6 時間、12 時間培養した。細胞を
PBS で 2 回洗浄し、MSH buffer 〔210 mM D-mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM 
HEPES, 200 μM EGTA, 5 mM succinate, 0.15% BSA 40  μg/mL digitonin〕 に
溶解し、4℃で 5 分間反応させた。 
③ 細胞を溶解させた後、10,000 g で 10 分間遠心し、上清を cytosol fraction として回収
した。 
④ ③に等量の 10% TCA を加え、-20℃で 30 分間反応させた後、10,000 g で 10 分間遠
心した。 
⑤ ④で得られた沈殿を Laemmli buffer に再懸濁し、各々10 μg のタンパク質を
SDS-PAGE にかけ、抗 cytochrome c 抗体を用いて cytochrome c 量を解析した。ミト
コンドリア由来のコンタミネーションは cytochrome c oxidase の immunoblot analysis
により確認した。 
 
【ミトコンドリア膜電位測定】 
① Caki-1W および Caki-1T を各々60 mm dish に 1.0×106 cells/dish ずつ播種した。 
② VBL を最終濃度で 5 nM となるように培地に添加し、3 時間培養した。最後の培養 30
分間は 40 nM 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide 〔DiOC6(3)〕 と共培養した。 
③ 細胞を PBS で 2 回洗浄し、滅菌水に溶解させた後、DiOC6(3) 濃度を、蛍光分光光度
計 (Hitachi) を用い、励起波長 492 nm および発光波長 522 nm にて測定した。 
 
【FACS Analysis】 
⑥ 60 mm dish に Caki-1W および Caki-1T を 10% FBS 添加 McCoy’s 5A Medium 
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Modified を用いて各々2.0×10５ cells/dish 播種し、37℃、5% CO2インキュベーターで
24 時間培養した。 
⑦ VBL を DMSO に溶解し、さらに培地 (5% FBS 添加 MacCoy’s 5A Medium) で
1,000 倍に希釈し、最終濃度で 5 nM の薬物溶液を調製した。また、コントロール (0 
nM) には DMSO を用いた。 
⑧ ①で培養した Caki-1W、Caki-1T それぞれにつき VBL 添加直前 (0 時間) コントロー
ルを 70% 冷エタノールで固定処理した。 
⑨ 薬物添加群として、①で培養した Caki-1W、Caki-1T それぞれにつき、②で調製した
薬物溶液を滴下して加えた。 
⑩ VBL を作用させてから 24 時間後に各 dish の上清を吸い、PBS で細胞を洗ってから
Trypsin-EDTA 処理により回収し、PBS 1 mL を加え、室温で 1,500 rpm、5 分間遠心
し細胞を洗浄した。この操作を 2 回繰り返した。 
⑪ PBS 1 mL を加え、室温で 1,000 rpm、10 分間遠心した。溶液を約 100 μL 残し、上
清を除去した。vortex をかけながら 70% 冷エタノール 1 mL を滴下した。4℃で 30 分
間静置し、細胞を固定した。 
⑫ 室温で 3,000 rpm、5 分間遠心した。溶液を約 200 μL 残し、上清を除去し、vortex を
かけ懸濁した。 
⑬ PI 染色液 (10 μg/mL Propidium iodide + 100 Unit RNase A) 1 mL を加え、
vortex をかけ混和し、遮光しながら室温で 60 分間軽く振盪した。 
⑭ FACS Analyser Caribur (Becton Dickinson) により解析を行った。 
 
【in vivo 腫瘍皮下移植実験】 
動物は 4 週齢で飼育を開始し、固形飼料および滅菌水を自由摂取させた。Caki-1W ま
たは Caki-1T; 1.0×107 cells を Matrigel に懸濁し、マウスの背中に移植した (Day 0)。
Day 7 に全ての個体の腫瘍径を測定して体積を概算し、腫瘍の生着および増殖を確認した
後、群間でばらつきが少なくなるように群を振り直した。Day 8, 12, 16, 20, 24, 28,および 32
に VBL を 1.5 mg/kg b.w. 腹腔内投与した。また、コントロール群には vehicle の saline
を投与した。Day 35 に解剖を行い、各腫瘍体積および重量を測定した。 
 
【統計処理】 
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統計処理には Yakums STAT LIGHT (Yakums corp. 1997) を用い、 2 群の統計処
理に関しては、等分散データについては Student’s t-test を、非等分散データについては
Aspin-Welch t test を用いて比較した。多群の統計処理については Dunnett 法、または
Tukey-kramer 法を用いて比較した。P <0.05 を統計学的有意差とした。 
 
2．結果 
 
細胞に VBL を作用させた場合の生存活性は、48 時間作用させた場合に 5 nM 以上の
各濃度で Caki-1W よりも Caki-1T で有意に低く、Caki-1T はほとんど死滅した状態であっ
た (Fig.1-1-1-1)。VBL と GJ inhibitor の GA を共存させた場合の生存活性は Caki-1T
で一部回復する傾向を示し、VBL 殺細胞効果の増強作用は部分的に GJ を介する可能性
が残された (Fig.1-1-1-2)。 
一方、薬剤耐性因子への影響として確認した多剤耐性遺伝子 MDR-1 mRNA 発現
(Fig.1-1-1-3) ならびに MDR-1 により規定される薬剤排出トランスポーターの P-gp の発現 
(Fig.1-1-1-4) はいずれも Caki-1W に比べて Caki-1T で有意な減少を認めた。これらの作
用への Cx32 の寄与を検証すべく Caki-1T に siRNA 処理を行った結果、MDR-1、P-gp
の発現は非特異的 siRNA 処理細胞と比較して増強された (Fig.1-1-1-5)。また P-gp 
inhibitor の VPL を VBL と共存させた系では、Caki-1W においても Caki-1T と同程度ま
で細胞の生存活性が低下した (Fig.1-1-1-6)。 
続いて VBL が誘発するミトコンドリア発のアポトーシスへの影響は、Caki-1T におけるミト
コンドリア膜の透過性の低下  (Fig.1-1-1-7-A)、ならびに cytoshtome-c の放出増大 
(Fig.1-1-1-7-B) という形で確認された。また、FACS analysis からも、Caki-1T の sub-G1
期に該当する細胞の割合は Caki-1W に比較して有意に多かった (Fig.1-1-1-8)。 
最後にヌードマウス背部皮下に Caki-1W または Caki-1T を移植した系において VBL
の作用を検証したところ、Caki-1T 移植群では有意な腫瘍体積 (Fig.1-1-1-9-A) ならびに
腫瘍重量 (Fig.1-1-1-9-B) の減少が確認された。 
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Fig.1-1-1-1 The effect of VBL for 48 hr treatment on cytotoxicity in 
Caki-1W or Cai-1T cells. Cytotoxicity was determined by WST-1 assay. 
Data are expressed as mean±SEM in each group (n=6). ***p <0.001: 
Significant differences from each of Caki-1W, Student t-test.  
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Fig.1-1-1-2 The effect of GA (a GJIC inhibitor) on VBL-induced cytotoxicity in 
Caki-1T or Caki-1W cells. The cells were treated with VBL only (5 nM) or VBL 
+ GA (0.25 μM) for 48 hr. Cell viability was determined by WST-1 assay. Data 
are expressed as mean±S.D. (n=4). 
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Fig.1-1-1-3 MDR-1 mRNA expression in Caki-1W and Caki-1T cells was 
determined by RT real-time PCR. MDR-1 quantity was normalized to 
GAPDH. Data are expressed as mean±S.D.(n=3). **p <0.01; Siginificant 
difference from Caki-1W, using Student’s t-test. 
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Fig.1-1-1-4 The level of P-gp was determined by Western blot. β-actin 
was used as an internal standard. Photo is representative of three 
independent experiments. Data are expressed as mean±S.D.(n=3). *p 
<0.05; Siginificant difference from Caki-1W, using Student’s t-test. 
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Fig.1-1-1-5 Effects of siRNA for Cx32 on MDR-1 mRNA (A) and P-gp level in 
Caki-1T cells (B). NS siRNA non specific siRNA, Cx32 siRNA Cx32 specific 
siRNA. Each value is expressed as mean±S.D.(n=3). Significant difference; 
*p <0.05; v.s. NS siRNA, #p <0.05; v.s. control, using Student’s t-test. 
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Fig.1-1-1-6 Changes of VBL cytotoxic effect on Caki-1W and Caki-1T cells. 
Cytotoxicity was determined by WST-1assay. Each bar represents the mean 
cell viability normalized to control in each group, and vertical lines indicate 
S.D. (n=6). ***p <0.001; Significant difference from each of Caki-1W. 
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Fig.1-1-1-7 Effects of VBL induced apoptosis in Caki-1W and Caki-1T cells. 
The cells were cultured with 5 nM VBL for 3 hr. (A) Mitochondrial membrane 
potential was measured by as described in materials and methods. Each value 
is expressed as mean±S.D.(n=3). *p <0.05; Significant difference v.s. control. 
(B) With respect to the determination of cytochrome c release from 
mitochondria, the cells were cultured with 5 nM VBL for 6 hr and 12 hr. 
Vehicle-treated sample of Caki-1T was used as a negative control. Caki-1W 
(6h) VBL-treated Caki-1W for 6 hr; Caki-1T (6h) VBL-treated Caki-1T for 6 hr; 
Caki-1W (12h) VBL-treated caki-1W for 12 hr; Caki-1T (12h) VBL-treted 
Caki-1T for 12 hr. 
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Fig.1-1-1-8 The effect on the induction of apoptosis was detected as sub-G1 
(pre G0-G1 population) population. Cells were treated with 5 nM VBL for 
indicated time, then trypsinized and collected. Each of 20,000 cells was 
analyzed by flow cytometry. 
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Fig.1-1-1-9 (A) Tumor volumes (mm3) in mice planted Caki-1W and Caki-1T 
cells on day 7 and day 35; tumor volumes were calculated as 
4/3π×(length/2)×(height/2). Data are expressed as mean±S.D.(n=3). **p <0.01, 
###p <0.001, ※p <0.05; Significant differences from each value of day 7, using 
Aspin-Welch test. ★p <0.05; Significant difference between Caki-1T control 
and Caki-1T VBL on day 35, using Student’s t-test. (B) Tumor weight (g) in 
mice planted Caki-1W and Caki-1T cells on day 35. Data are expressed as 
mean±S.D.(n=3). *p <0.05; Significant difference from Caki-1T control, using 
Student’s t-test. Caki-1W cont. Caki-1W inoculated mice with non-treatment; 
Caki-1W VBL Caki-1W inoculated mice with VBL treatment; Caki-1T cont. 
Caki-1T inoculated mice with non-treatment; Caki-1T VBL Caki-1T inoculated 
mice with VBL treatment. 
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第 2 項 肺腺癌株における vinorelbine の殺細胞効果に対する影響 
 
本項では非小細胞肺癌 (NSCLC) を代表する一つ、肺腺癌株 A549 細胞に Cx32 を遺
伝子導入した株を用いた。化学療法薬は肺腺癌への適応が承認された有望な第 3 世代の
ビンカアルカロイド、vinorelbine (VNR) に着目し、第 1 項と同様の検討を行った。また薬
剤耐性に関与する遺伝子には MDR や MRP に加えて肺癌の薬剤感受性に関与すること
が報告されている RLIP76 44) も含めて考察した。 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
ヒト肺腺癌を代表する一つ、A549 細胞株 (理化学研究所 セルバンクより購入) を用い
た。A549 細胞に Cx32 を遺伝子導入した株 〔A549-Cx32〕 と発現ベクターのみを導入し
た株 〔A549-mock〕 を既に樹立しており 45) 、継代数が 15 以下のものを以降の実験に使
用した。細胞の培養は 10% FBS、0.5 units/mL penicillin、 1 μg/mL streptomycin 添
加 DMEM medium を用いて 37℃、5% CO2 下で行った。 
 
【使用薬物】 
・ 第 1 章, 第 1 節, 第 1 項 使用薬物 1)～31) 
・ DMEM medium (Invitrogen) 
・ Vinorelbine ditartrate 〔VNR〕 (SIGMA) 
・ Verapamil hydrochloride 〔VPL〕 (SIGMA) 
・ Gene Jamar Transfect Reagent (Stratagene) 
・ pcDNA3 (Invitrogen) 
・ G418 (SIGMA) 
・ 18β-glycyrrhetinic acid 〔GA〕 (SIGMA) 
・ 可溶化 Buffer (表記は最終濃度、dithiothreitol は直前に添加) 
→ 50 mM HEPES (SIGMA) 〔pH 7.5〕, 10% Glycerol (SIGMA), 1 mM EDTA 
(Wako), 1% Triton X-100 (Wako), 10 mM β-glycerol phospahte (SIGMA), 0.1 
mM sodium vanadate (SIGMA), 1 mM NaF (SIGMA), 10 μg/mL aprotinin, 50 
35 
μg/mL 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (SIGMA), 
1mM dithiothreitol (SIGMA), 10% SDS (Wako) 
・ Anti-Src, clone GD11 抗体 (Upstate Biotechnology) 
・ Phospho-Src Family (Tyr416) 抗体 (Cell Signaling TECHNOLOGY) 
・ 抗 Rabbit-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
・ 抗 Mouse-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
 
【WST-1 assay】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし細胞数は 1.0×104 cells/well となるように播種
した。 
 
【GJ inhibitory assay】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし細胞数は 1.0×104 cells/well となるように播種
した。 
 
【FACS analysis】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし、解析には VNR 5 nM で 48 時間処理したサ
ンプルを供した。 
 
【Western blot】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし可溶化 buffer は本項の【使用薬物】に示した
buffer を用いた。 
 
【RNA の分離・定量】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【RT-real time PCR】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。増幅した各遺伝子の特異的プライマーは、MDR-1、
GAPDH については第 1 章, 第 1 節, 第 1 項と同様、また RLIP76 については (NCBI 
reference number L42542, sense primer：nucleotides 610-630, antisense primer：
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nucleotides 737-756)、MRP-1 については (NCBI reference number L05628, sense 
primer ： nucleotides 314-333, antisense primer ： nucleotides 443-462) で あ り 、
GAPDH を内部標準として用いた。 
 
【Cx32 siRNA 処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
2．結果 
 
細胞に VNR を作用させた場合の生存活性は、A549-mock に比べ、A549-Cx32 でより
低濃度側 (0.1, 1 nM) から強い殺細胞作用が認められた (Fig.1-1-2-1)。GJ inhibitor の
GA を共存させた場合の VNR 殺細胞効果は A549-Cx32 において一部減弱される傾向を
示し、VNR の作用は RCC の場合と同様に、部分的に GJ を介する可能性が残された 
(Fig.1-1-2-2)。 
一方、薬剤耐性因子への影響として肺癌で報告されている多剤耐性遺伝子 MDR-1、
MRP-1、RLIP76 遺伝子の mRNA 発現を確認したところ (Fig.1-1-2-3)、MDR-1 mRNA
のみ A549-Cx32 において有意な低下がみられた。これは Cx32 siRNA 処理によって回復
した (Fig.1-1-2-4)。また P-gp inhibitor の VPL を VNR と共存させた系では、A549-mock
の生存活性が A549-Cx32 と同程度まで低下した (Fig.1-1-2-5)。アポトーシスへの影響は、
FACS analysis により sub-G1 期に該当する細胞の割合が A549-mock に比べ
A549-Cx32 で増加する傾向がみられた (Fig.1-1-2-6)。 
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Fig.1-1-2-1 Effects of VNR on cell viability in A549-mock and A549-Cx32. The 
cells were treated with indicated concentrations of VNR for 48 h, and 
subsequently cell viability was determined by WST-1 assay. Each value 
indicates the mean±S.D.(n=6). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus 
treatment dose (0 nM), using Dunnett’s multiple-range test. 
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Fig.1-1-2-2 Eｆｆect of GA (a GJIC inhibitor) on VNR-induced cytotoxicity in (A) 
A549-mock and (B) A549-Cx32 cells. The cells were treated with GA (1 μM) for 
24 hr, followed VNR (5 nM) treatment for 72 h. Cell viability was determined 
by WST-1 assay. Each value indicates the mean±S.D.(n=3). *p < 0.05, **p < 
0.01 versus control, using Dunnett’s multiple test. Control vehicle treatment; 
GA treatment with GA; VNR treatment with VNR; VNR + GA co-treatment 
withVNR and GA. 
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Fig.1-1-2-3 The expressions of drug resistant genes (MDR-1, MRP-1, and 
RLIP76) in A549-mock and A549-Cx32 cells. Each mRNA level was 
determined by RT-real time PCR and quantitated as the ratio of each 
gene/GAPDH. Each value indicates the mean±S.D.(n=3). ***p < 0.001 versus 
Mock, using Student’s t-test. Mock A549-mock; Cx32 A549-Cx32. 
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Fig.1-1-2-4 Restoration of MDR-1 mRNA under silencing of Cx32 gene in 
A549-Cx32. (A) Cx32 protein level in A549-Cx32 cells were detected by 
Western blot method. (B) Each mRNA level was determined by RT real-time 
PCR and was quantitated as the ratio of MDR-1/GAPDH. Each value indicates 
the mean±S.D.(n=3). *p < 0.05 versus control. Control non-treatment in 
A549-Cx32; Cx32-siRNA Cx32 siRNA treatment in A549-Cx32; NS-siRNA 
non-specific control siRNA treatment in A549-Cx32 
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Fig.1-1-2-5 Enhancing effect of VPL on VNR-induced cytotoxicty in A549-mock 
cell. The cells were treated with VNR (5 nM) and/or VPL (10 μM) for 48 hr, and 
cell viability was determined by WST-1 assay. Each value indicates the 
mean±S.D.(n=6). *p < 0.05 and **p < 0.01, versus non-treated group, using 
Dunnett’s multiple test. 
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Fig.1-1-2-6 Effects of VNR on the induction of apoptosis in A549-mock and 
A549-Cx32. The cells were treated with VNR (5 nM) for 48 h. After the 
treatment, the induction of apoptosis was estimated as cell population in 
Sub-G1 phase by FACS analysis. The cell population in sub-G1 phase is 
expressed as the ratio to total cell population in cell cycle. Each value 
indicates the mean±S.D.(n=3). ***p < 0.001 versus each of control, using 
Student’s t-test. 
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考察 
 
WST-1 assay の検討から、VBL または VNR の殺細胞作用は、RCC 由来の Caki-1 細
胞、または NSCLC 由来の A549 細胞に Cx32 遺伝子導入した細胞で高い効果が得られ
た。 
GJ 形成を阻害する GA を用いた検討で、Caki-1T の VBL に対する薬剤感受性が減少
する傾向がみられたことから、Cx32 が関与する VBL 感受性増強作用の一端には一部
GJIC を介することが示唆された。同様に A549-Cx32 に GA と VNR を共存させた場合、
VNRの殺細胞作用が減弱したので、この場合もGJICの関与が考えられた。しかしこれらは
WST-1 assay の結果を補佐するには十分な減弱ではなかったため、別の作用機構が働い
ていることが示唆された。 
Cx は GJ の構成因子であることから、GJIC を介して組織の細胞間で恒常性を維持する
機能については古くから研究されてきた。GJIC が細胞周期の制御に影響を与えるという報
告もある。7) 多くの報告によると GJIC の活動は G1 期に一過性に活発になり、S 期の開始と
共に著しく低下する。46)-49) そして、Cx タンパクの発現に関しても同様の傾向が報告されて
いる。47)-49) このように GJ およびその構成因子である Cx が、細胞周期、すなわち細胞増殖
の制御に関与するということは明確な現象であり、細胞増殖が促進される場合には GJIC の
活性が低下するという見方が以前は通説であった。ところがGJICの活性と細胞増殖の進行
が独立してみられたという報告 50) もあり、GJIC活性の低下は増殖の引き金になるのではな
く、むしろ増殖が促進した結果もたらされる形質の一つとも考えられる。一方で、我々は以前
の検討から、Cx32 遺伝子導入によって Caki-1 の増殖が抑制されたことを確認している。51) 
従って、Cx の持つ癌抑制作用を GJIC 活性だけで説明することは難しく、GJIC 依存的な
部分と GJIC 非依存的な部分があると考えるのが合理的である。7) そこで GJIC に関わらず、
薬物によって誘導されるアポトーシス機構に対して、Cx32 が及ぼす影響を検証した。 
抗癌剤蓄積減少のメカニズム解明は、多剤耐性となった培養細胞の細胞膜に 170 kDa
の糖タンパク質が高発現していることに端を発し、この糖タンパク質が膜の薬剤透過性 
(permeability) を変化させて細胞内蓄積量を減少させていると予想され、P-糖タンパク質 
(P-gp) と名付けられた。52) VBL や VNR などのビンカアルカロイドは、細胞膜上で能動的
に細胞外への薬物排出を担う P-gp の基質となることが知られている。53) 一方、ヒト多剤耐
性細胞で遺伝子増幅している遺伝子が単離され、MDR 遺伝子が同定されたが、これが
44 
P-gp を規定する遺伝子であることも明らかとなった。ヒトにおいては MDR-1 および MDR-2 
(または MDR-3 とも呼ばれる) 遺伝子が存在し、生物学的に活性な P-gp を規定する遺伝
子は MDR-1 のみと言われている 54) ことから、本研究においては MDR-1/P-gp に着目し
た。Caki-1W、A549-mock ともに P-gp を規定する多剤耐性遺伝子 MDR-1 の mRNA 発
現が Cx32 の導入によって有意に抑制されていることが示された。これは RNAi 法によって
も裏付けられた。よって Cx32 導入細胞においては細胞内の薬物濃度が上昇し、高濃度の
VBL または VNR がアポトーシスの誘導に寄与した可能性が考えられる。現に P-gp の阻害
剤である VPL の併用によって Caki-1W ならびに A549-mock で顕著に殺細胞効果の増強
がみられた。これは P-gp の薬剤排出能が化学療法薬の耐性に重要な影響を及ぼすことを
示唆している。これまでに MDR 改善薬として VPL 以外のカルシウム拮抗薬や免疫抑制剤
のシクロスポリン、抗生剤、食品由来成分に至るまですでに多くの化合物が報告されている。
55), 56) しかし、MDR 改善薬として機能する濃度で用いるにはいずれも副作用や毒性発現
の問題が臨床での使用を困難にしている。その点、Cx32 の発現を内在的に回復させること
ができれば、外部から P-gp 機能を阻害する物質を取り込まずに同様の効果を得られる可能
性があり、副作用が発現するリスクを下げることができると考えられる。 
また、近年の報告で、ビンカアルカロイドが誘導するアポトーシスに関しては、ミトコンドリア
が重要な役割を担うことが提唱されている。57) そこで RCC の系を用いて、ミトコンドリア依存
的なアポトーシスに関する検討を行った結果、Caki-1W および Caki-1T で共に VBL 処理
後、ミトコンドリア発のアポトーシスを示唆する膜電位の低下ならびに細胞質中への
cytochrome c の放出が確認された。これらの現象はいずれも Caki-1T で Caki-1W よりも
強い傾向が観察され、Cx32 の導入によってミトコンドリア依存的なアポトーシスが促進したと
推察された。 
続いて in vitro で観察された Cx32 と VBL の併用効果を生体内に移植した癌細胞に対
して検討した。Caki-1W 移植群の腫瘍に対して Caki-1T 移植群の腫瘍は全体的に小さく、
無処置コントロール群ですでに両者の間に著しい差が見られた。その原因として腫瘍の成
長に重要な因子の一つである血管新生能力の違いが考えられた。血管新生で特に中心的
な役割を果すのが血管新生の初期に働く血管内皮増殖因子 (VEGF) である。58) 以前の
検討より、Caki-1W と Caki-1T では in vivo、in vitro の解析から VEGF 産生能に有意差
を認めている。51) 最終的にCaki-1W移植群では、コントロール群、VBL治療群のどちらの
群でも著しい腫瘍増殖が観測され、VBL の治療効果は得られなかった。一方、Caki-1T 移
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植群においては、コントロール群と比較して VBL 治療群の腫瘍重量がさらに有意な減少を
認めたことから、Cx32 は生体内においても VBL の殺細胞作用を増強できる可能性が期待
された。 
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第 2 節 転移能に及ぼす影響 
 
第 1 項 低酸素分圧下細胞培養における検討 
 
第 2 節では細胞株を Caki-1 細胞に絞り、Cx32 の転移に対する影響を検討した。第 1
項においては in vitro の実験系で細胞のコロニー形成能、遊走性、および細胞骨格を破綻
させて非接着状態に置かれた場合のアポトーシス抵抗性に及ぼす影響を検証した。 
 
1． 実験方法 
 
【細胞株】 
Caki-1T ならびに Caki-1W を用いた。腫瘍内の環境を考慮した低酸素分圧条件 
(hypoxia、O2 濃度 1% 以下) は脱酸素剤の AnaeroPack® (三菱ガス化学) を専用容器
に入れ、そこに細胞の dish 等を入れて密閉することにより作成した。 
 
【使用薬物】 
・ 第 1 章, 第 1 節, 第 1 項 使用薬物 1)～5) 
・ Latrunculin-A 〔LA〕 (SIGMA) 
・ Cell Culture Insert (FALCON) 
・ AnaeroPack® (三菱ガス化学) 
 
【Colony formation assay】 
① Caki-1W および Caki-1T を 6-well plate にそれぞれ 500 cells/dish 播種し、10% 
FBS 添加培地を用い、5% CO2、37℃で 24 時間培養した。 
② Hypoxia 条件下で培養を開始し、24 時間後に通常酸素分圧下 (normoxia) に戻し、
そのまま培養を継続した。3 日に一度培地を交換した。 
③ 10 日後、細胞をメタノールで固定し、PBS で洗浄後にギムザ染色を行い、顕微鏡下で
20 個以上の細胞から形成された集合をコロニーとして各 well 中の総コロニー数を数え
た。 
 
47 
【Migration assay】 
① (-) FBS 培地と 1% BSA 液を 9：1 に混合して、(-) FBS 培地/0.1% BSA mix を調製し
た。 
② Caki-1W および Cak-1T をトリプシン処理によって剥がし、遠心分離で細胞を沈殿させ
た後、上清を吸い取り、各 1 mL の FBS 添加 McCoy’s 5A Medium 培地で懸濁した。 
③ 再び遠心分離により細胞を沈殿させ、1.0×104 cells/100 μL in (-) FBS 培地/0.1% 
BSA mix になるように調製した。 
④ アトラクタントとして Caki-1W を培養していた培地の上清と 1% BSA 液の Mix (9：1) を
24-well plate の各 well に 500 μL ずつ分注した。 
⑤ 24-well plate に cell culture insert (chamber) を装着し、chamber に (-) FBS 培
地/0.1% BSA mix を 400 μL ずつ入れ、その上から④で調製した細胞を 100 μL ずつ
入れた。 
⑥ ⑤を 37℃、5% CO2 インキュベーターで 6 時間インキュベートし、その後 hypoxia 条件
下に置き、40 時間反応させた。 
⑦ 新たな 24-well plate に PBS を用意し、そこへ chamber を移した。膜を透過せずにフ
ィルター上面に残った細胞を湿らせた綿棒で取り除いた。 
⑧ 別の well に chamberを移してフィルター膜をよく乾燥させた。さらに別の well に 100% 
エタノールを用意し、乾燥させた膜を 1 分間固定した。 
⑨ PBS で洗浄した後、新しい well に 30 倍希釈ギムザ染色液を 0.5 mL 用意し、
chamber を静置した。 
⑩ ギムザ染色液から chamber を外し、PBS でゆるやかに振盪しながら洗浄した。 
⑪ 各 chamber につき細胞数をカウントした。 
 
【Cytoskeleton disruption assay】 
① 96-well plate に Caki-1W および Caki-1T を各々1.0×104 cells/well ずつ播種した。 
② ①の各 well に LA を添加した。 
③ 24 時間後に、各 well に Cell Proliferation Reagent WST-1 を 10 μL ずつ分注し、
軽くピペッティングし混合した。 
④ 5% CO2、37℃で 60 分間インキュベーションし、MTP-650FA Micro Plate Reader 
(CORONA ELECTRIC) を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
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【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
2．結果 
 
コロニー形成率は Caki-1W と比較して Caki-1T で有意に減少した (Fig.1-2-1-A)。続い
て細胞の遊走能を評価したところ、chamber 膜を透過した細胞数は Caki-1T で有意に少
なかった (Fig.1-2-1-B)。いくつかの透過細胞は反対側の膜上でコロニーを形成し始めて
いたが、特に Caki-1W で大きなコロニーが観察された。またいずれの細胞においても
normoxia 条件下で培養した場合と比較して細胞の形状は細長く伸びるような傾向が認め
られた。LA 処理 24 時間後の Caki-1T の生存活性は Caki-1W の 30% 程度であった 
(Fig.1-2-1-C)。 
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第 2 項 SCID マウス血中移行性モデルを用いた転移抑制作用に関する検討 
 
本項では実際に Caki-1 細胞を SCID マウス血流中へ接種し、血中移行性モデルを作成
して、転移コロニー形成に対する Cx32 の抑制能について検討した。 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
Caki-1W または Caki-1T の凍結保存株を新たに解凍し、75 cm2 フラスコに 10% FBS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用いてコンフルエントに到達するまで培養し、それ
ぞれ 3 回継代したものを用いた。 
 
【使用動物】 
CB17/Icr-Prkdc〈scid〉/CrlCrlj (Charles river lab. Inc.)、雄性、6 週齢、19-25 g を実
験に供した。 
 
【使用薬物】 
・ McCoy’s 5A medium modified (GIBCO) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
・ Trypsin-EDTA (GIBCO) 
・ PBS (GIBCO) 
・ AssayMax Human Plasminogen Activator Inhibitor-1 ELISA Kit 
Fig.1-2-1 Cell survival activities under hypoxia were detected. (A) Colony 
formation was detected. Cells were seeded into each well of 6-well-plate, and 
incubated as described in materials and methods. After incubation, total 
colony number of each well was counted. (B) Cell migration was detected. 
Cell culture inserts were placed in a 24-well plate, and cells were added to 
the upper surface of the membrane, incubated as described. After 
incubation, migrating cells were counted. (C) The resistance against 
cytoskeltal disruption was examined. Cells were seeded into 96-well plates, 
and LA was added into each well. After 24 hr incubation, cell viability was 
measured by WST-1 assay. All data are expressed as mean±S.D. *p <0.05, 
***p < 0.01: Significant difference from Caki-1W, using Student’s t-test. 
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(ASSAYPRO) 
・ Human VEGF Antibody ELISA Kit (BIOSOURCE) 
・ Anti-asislo GM1 Ab (WAKO) 
・ Heparin solution (Novo Nordisk) 
 
【実験計画】 
（1） 実験群； Caki-1W 接種群、Caki-1T 接種群を置いた。各群 n=3 (1 回目)、n=5 (2
回目) 
 
（2） 方法； 動物は 4 週齢で飼育を開始し、固形飼料 (CE-2、日本クレア株式会社) およ
び滅菌水を自由摂取、定時照明 (6:00-18:00) 下で飼育した。2 週間馴化させてから
癌細胞の生着を確実にするため、NK 細胞を不活性化する目的で Anti-asialo GM1
抗体; 0.3 mg を腹腔内に投与した (Day -2)。2 日後、Caki-1W または Caki-1T; 
3.0×105 cells を尾静脈中に接種した (Day 0)。すべて PBS に懸濁し、投与容量 0.3 
mL になるように調製した。 
 
（3） 転移の評価； Day 70 に解剖を行い、臨床で転移し易いとされる主要な臓器 (脳、肺、
肝臓、腎臓、脾臓) およびリンパ節の状態を確認し、転移コロニー数のカウント、臓器
重量測定、そして摘出臓器の組織切片から病理解析を行った。 
 
（４） VEGF、PAI-1 の測定； Day 70 の解剖時に各個体より血液を回収し、血漿中の
VEGF および PAI-1 の発現を ELISA により解析した。手順はそれぞれのキットのプロ
トコールに従い、測定ごとに検量線を作成して各因子の濃度を求めた。 
 
【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
  
2．結果 
 
NK 細胞不活化 SCID マウスの転移コロニーは Day 70 の時点で Caki-1W 接種群の一
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部で観察された (Table 1-2-1)。肉眼的 (macro) に認められた転移コロニーは、白色で境
界が明確な粒状であり、肝臓または肺に発生していた (Fig.1-2-2-1-A)。その他の臓器に
ついては day 70 の時点では認められなかった。一方 Caki-1T 接種群では macro の転移
はいずれの臓器にもみられなかった (Fig.1-2-2-1-A)。臓器を固定し、組織切片の顕微鏡
観察により微小環境 (micro) における転移コロニーを検索した。Caki-1W 接種群の
macro の観察で転移コロニーがみられた個体では、いずれも Caki-1W のコロニーが組織
内に形成されており、転移が Caki-1W の接種により発症したものであることが確認された 
(Fig.1-2-2-1-B,C)。一方、Caki-1T 接種群では、micro においても転移は確認されなかっ
た (Fig.1-2-2-1-B,C)。 
 
incidences
lung (0-4) liver (0-2) total
1 2/3 1/3 3/3
2 5/6 0/6 5/6
1 0/3 0/3 0/3
2 0/5 0/5 0/5
Caki-1W
Caki-1T
group No. ofexperiment
 
 
Table 1-2-1 Each metastasis incidence is expressed as a ratio of the 
number of mice with metastases observed to the total number of mice 
which injected with Caki-1W or Caki-1T cells. Two experiments were 
done. Caki-1W Caki-1W injected mice group; Caki-1T Caki-1T injected 
mice group. Parentheses indicate the range of metastasis colony count. 
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Liver 
Lung 
Caki-1W Caki-1T (A) 
Fig.1-2-2-1 Metastasis colonies of human RCC cells in NK-cell-depleted SCID 
mice. (A) macro colonies. (B), (C) micro colonies under microscopic observation. 
(B: ×100 magnification, C: ×200 magnification photos) Caki-1W Caki-1W 
injected mice; Caki-1T Caki-1T injected mice. Arrows indicate metastasis 
colonies. Photographs are shown as a representative of each group.  
(B) 
Caki-1T Caki-1W 
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また、各主要臓器の体重当たりの重量 (w/w, %) を求めたところ、肺でのみ有意差がみ
られ、Caki-1W 接種群に対し Caki-1T 接種群で低い値を示した (Fig.1-2-2-2)。その他の
臓器に関しては、ばらつきが大きく、明確な傾向はみられなかった。 
(C) 
Caki-1T 
Caki-1W 
54 
 
 
 
続いて血管新生に関与する VEGF および浸潤・転移に関与すると報告されている線溶
系因子の PAI-1 の血液中タンパク質濃度を Caki-1W 接種群と Caki-1T 接種群間で比較
した。両方とも Caki-1W 接種群に比べ Caki-1T 接種群で低値を示し、VEGF については
統計的に有意であった (Fig.1-2-2-3)。 
Fig.1-2-2-2 Relative organ weights in Caki-1 cells inoculated mice. 
Relative organ weights are expressed as each organ weight/body weight 
(%).Caki-1W Caki-1W injected mice; Caki-1T Caki-1T injected mice. Each 
column is the mean±S.D.(n=3). ***p < 0.001: Significant difference from 
Caki-1W, using Student’s t-test. 
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Fig.1-2-2-3 The plasma concentration of VEGF or PAI-1. The blood samples 
were taken from SCID mice, and each content of vascular endothelial growth 
factor;VEGF (A) or plasminogen activator inhibitor;PAI-1 (B) were measured 
by ELISA. Caki-1W Caki-1W injected mice; Caki-1T Caki-1T injected mice. 
Data are expressed as mean±S.D (n=3). *p <0.05: Significant difference from 
Caki-1W, using Student’s t-test.  
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考察 
 
癌細胞の浸潤性増殖や転移の成立は、癌細胞と周辺組織との相互作用や免疫防御シス
テムとの反応の結果として起こる複雑な生物学的現象である。よって転移の過程は複数のス
テップが相互に関与し合いながら進行する。転移した癌の生化学的な性質を知るため、また
新たな治療法の臨床試験に応用するため、適切な転移モデルを作成することが必要とされ
ている。59), 60) 単に細胞癌化の機構を解析するだけでは癌転移の現象を正確に捉えること
はできず、癌細胞の生体内での振舞いについて具体的に観察し、考察できるような実験系
を考えなくてはならない。 
In vitro の解析では腫瘍が転移するステップを段階的に捉え、いくつかの段階をピックア
ップし、Cx32 がそれらの形質に及ぼす影響を検討した。ところで腫瘍内においては深部に
いくほど酸素濃度が低下し、hypoxia になることが報告されている。酸素は毛細血管から
100-180 μm の距離までしか分散されず、血管から離れて存在する細胞にまで到達されな
いためである。7) そこで腫瘍内環境を考慮し、hypoxia 条件において転移に関する細胞の
悪性形質 (コロニー形成率、遊走性、アポトーシス抵抗性) を評価した。コロニー形成率か
らは single cell から増殖する能力が Caki-1T で抑制されていることが予測された。また、癌
細胞の転移・浸潤においては運動能力が重要である。栄養供給が限られた状態にありなが
ら、最低限生存する以上に運動性を確保する余地を残さなければならない。本検討におい
ては FBS で誘引させた細胞遊走性を評価したが、Caki-1T では遊走性も有意に低下して
いることが示された。Chamber のポリカーボネート膜を通過した個々の細胞は、いずれの細
胞株においても細長く伸長した形態のものが多く、これは hypoxia に曝された細胞が活発
な運動性を有するために遂げた変化と考えられた。血球系の細胞でも同様の報告がある。
61) Cytoskeletal disruption assay で用いた LA は、細胞骨格を消失させて接着細胞を球
状化させる。接着性の細胞は足場を失うことにより、細胞死を誘発される。この解析は、転移
の過程において、細胞が血流中を浮遊して移動するような場合を想定したもので、最終的
に生存活性で評価した。Caki-1 細胞は元来上皮細胞であるため、細胞外マトリックス 
(extracellular matrix; ECMs) に接着できない、足場非依存的な状態に対する抵抗性 
(アポトーシス抵抗性) を獲得しなければ、血流中を生き抜いて標的臓器まで移動すること
は困難である。すなわち Caki-1W はその抵抗能力を獲得していると考えられ、一方、
Caki-1T でみられた生存活性の低下は、Cx32 がアポトーシス抵抗性を何らかのシグナルを
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介して減弱させたことを示唆させる。上皮細胞が ECMs との接触を阻害されてもなお生存し
続ける背景にはミトコンドリア膜タンパク質の Bcl-2 または Bcl-xL の過剰発現が関与してい
る。62), 63) これは Bcl-2 ファミリータンパク質が過剰発現することにより、LA に反応するアポト
ーシス促進因子 Bax のミトコンドリア膜局在が妨げられるためと考えられる。これまでに
Caki-1T では Bcl-xL の発現が減少していることを確認しており 64) 、これがアポトーシス抵
抗性の解除に寄与したと考えられる。 
続いて SCID mouse を用い、生体内環境における血中移行性モデルを構築した。腎細
胞癌では 786-O 細胞の同所移植モデルでリンパ節転移が形成される 65) 等の報告はある
が、Caki-1 細胞を使用した転移モデルの構築は今までに報告がない。転移モデルの実験
系は矢野聖二ら (現・金沢大) の肺癌多臓器転移モデルを参考に作成した。59) Caki-1W
接種群ではいずれも肺や肝臓に転移結節が発症したことから、Caki-1 細胞を用いた転移
モデル系の確立は可能であると考えられた。また血漿中VEGFタンパク質濃度はCaki-1W
接種群で有意に高く、Caki-1W は生着した組織で血管新生を亢進させていることが推察さ
れた。たとえ癌細胞が血流を移行して別の組織や臓器に到達することができても、それだけ
では転移巣として成立できず、血管新生の誘導が必須である。また近年の研究から、
VEGF は単に血管新生を誘導するだけではなく、免疫系や血液凝固系にも多彩に機能を
発揮し、多くの固形癌で予後因子となることが報告されている。57) さらに血管透過性を促進
することも明らかとなってきた。66) これは遊走性を誘発することに寄与すると考えられる。一
方、血液中 PAI-1 タンパク質濃度についても、ばらつきは大きいものの、Caki-1W 接種群
に比べて Caki-1T 接種群で低い傾向が観察された。PAI-1 は血液線溶系タンパク質である 
urokinase plasminogen activator (uPA) のインヒビターである。uPA が ECMs の分解を
促す plasmin を誘導する一方で、PAI-1 はこの分解を抑制することにより細胞接着や遊走
性を制御する。腫瘍細胞の多くは u-PA/plasminogen によって plasmin を局所的に発生さ
せ、タンパク分解を起こしやすくすることで組織の破壊、浸潤、転移に関与すると考えられる。
一方で腫瘍細胞の周辺の細胞は異常に亢進した血液線溶活性を抑えるべく、また腫瘍細
胞も自身の破壊を防ぐために、インヒビターである PAI-1 をしばしば高発現させる。67) この
ような背景が明らかになるにつれ、PAI-1 を予後因子として捉える報告も多く、乳癌などいく
つかの癌腫においては PAI-1 発現の高さと患者の生存率低下との関連性も報告されている。
68) 本研究において測定に使用した ELISA キットは human の PAI-1 を検出するものであ
るため、周辺細胞 (マウスの細胞) ではなく、human 由来である Caki-1W または Caki-1T
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の産生する PAI-1 を検出したことになる。いずれにしろ Caki-1W を接種した群で、細胞の
浸潤、転移などの現象が活発に生じたことが予想される。第 1 章, 第 1 節の検討から ECMs
成分としてマトリゲルを使用した腫瘍皮下移植の生着さえ Caki-1T では困難であることが判
明したが、本節の検討により、Cx32 は単に細胞の生着や増殖を阻害するのみならず、細胞
の遊走性やアポトーシス抵抗性も減弱させており、またその要因の一端には VEGF 産生や
PAI-1 産生の抑制が挙げられることが明らかとなった。 
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第 3 節 コネキシン 32 遺伝子の作用機構に関する検討 
 
第 1 節、第 2 節では Cx32 の悪性化形質に対する影響として、薬剤感受性や転移に対す
る作用を検証してきた。第 3 節においてはこれらの作用に至る機序について考察した。以前
の検討から Cx32 タンパク質の C-terminal 部位が癌遺伝子産物 Src と相互作用し得る可
能性が考えられている。58) そこで Src の活性に変化をもたらすことが上記のような悪性化形
質の改善作用にどの程度寄与し得るのか、hypoxia 応答の主な因子である hypoxia 
inducible transcription factor (HIF)  を取り巻く因子を中心に検討した。細胞は RCC
由来の Caki-1 細胞ならびに NSCLC 由来の A549 細胞の系を用いて検証した。 
 
1． 実験方法 
 
【細胞株】 
Caki-1 細胞由来の Caki-1W と Caki-1T、また A549 細胞由来の A549-mock と
A549-Cx32 を用いた。培養条件は第 1 章, 第 1 節, 第 1 項ならびに第 2 項に従った。また
hypoxia 条件は第 1 章, 第 2 節, 第 1 項に従った。 
 
【使用薬物】 
・ McCoy’s 5A medium modified (GIBCO) 
・ DMEM medium (Invitrogen) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
・ Trypsin-EDTA (GIBCO) 
・ PBS (GIBCO) 
・ Ethanol (Wako) 
・ 抗 HIF-1 抗体 (Novus Biologicals) 
・ 抗 HIF-2 抗体 (Novus Biologicals) 
・ Anti-Src, clone GD11 (Upstate Biotechnology) 
・ Phospho-Src Family (Tyr416) Antibody (Cell Signaling TECHNOLOGY) 
・ 抗 Rabbit-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
・ 抗 Mouse-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
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・ PP1 (BIOMOL) 
・ Albumin bovine serum 〔BSA〕 (SIGMA) 
・ 可溶化 Buffer-HIF 用; (表記は最終濃度、DTT、PMSF、Na3VO4、Protease 
inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail 1, 2 は直前に添加) 
→8 M urea (Kanto Chemical), 10% SDS (Wako), 1 M DTT (Wako), 10 mM 
Tris (pH6.8), 1 mM Phenylmethane sulfonyl fluoride solution 〔 PMSF 〕 
(SIGMA), 0.1 mM Sodium orthovanadate〔Na3VO4〕(SIGMA), 0.5% Protease 
inhibitor cocktail (SIGMA), 1% Phosphatase inhibitor cocktail 1 (SIGMA), 
1% Phosphatase inhibitor cocktail 2 (SIGMA) 
・ 可溶化 Buffer-Src 用; (表記は最終濃度、β-Mercaptoethanol、PMSF、Na3VO4、
Protease inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail 1, 2 は直前に添加) 
→50 mM Tris-HCl (pH6.5), 10% Glycerol (SIGMA, 2% SDS (Wako), 2% 
β-Mercaptoethanol (Wako), 0.5 mM PMSF (SIGMA), 1 mM Sodium 
orthovanadate〔Na3VO4〕(SIGMA), 0.5% Protease inhibitor cocktail (SIGMA), 
1% Phosphatase inhibitor cocktail 1 (SIGMA), 1% Phosphatase inhibitor 
cocktail 2 (SIGMA) 
・ AnaeroPack® (三菱ガス化学) 
 
【Westernblot】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし、HIF- の検出には上記使用薬物の項目の
可溶化Buffer-HIF用を使用し、超音波粉砕後の加熱処理は行わずに室温にて60分間振
盪した。同様に Src の検出には可溶化 Buffer-Src 用を使用し、超音波粉砕後に氷上で 20
分間インキュベートした後、加熱処理を行った。 
 
【Src activity】 
癌遺伝子産物 Src の活性は、活性化フォームである Tyr416 リン酸化体を標識する
Phospho-Src Family (Tyr416) 抗体で検出された Phospho-Src (Src-P) の発現量を、
Anti-Src, clone GD11 抗体により検出された Total Src の発現量で除すことにより求めた。
タンパク質量の内部標準には β-actin を用いた。また Src の活性を特異的に阻害するインヒ
ビターとして PP1 を用いた。 
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【RNA の分離・RT-real time PCR】 
HIF- により発現誘導される遺伝子群として、多剤耐性遺伝子 MDR-1 および血液線
溶系因子群 (PAI-1, uPA, uPAR) の mRNA 発現を解析した。mRNA 発現解析方法は第
1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。増幅した各遺伝子の特異的プライマーは、MDR-1、
GAPDH については第 1 章, 第 1 節, 第 1 項と同様、また HIF-1、HIF-2 、PAI-1、uPA、
uPAR については Table 1-3-1 に示した通りであり、GAPDH を内部標準として用いた。 
Table 1-3-1 
Gene NCBI accession primer (nucleotides position) 
HIF-1 NM001530 Forward primer 837-856 
  Reverse primer 953-972 
HIF-2  NM1430 Forward primer 1528-1548 
  Reverse primer 1651-1672 
PAI-1 M16006 Forward primer 887-905 
  Reverse primer 1012-991 
uPA BC013575 Forward primer 1672-1690 
  Reverse primer 1847-1828 
uPAR BC002788 Forward primer 529-549 
  Reverse primer 698-678 
 
2．結果 
 
Hypoxia 条件の培養により、Caki-1 細胞由来の Caki-1W、Caki-1T いずれにおいても
hypoxia 適応の主な因子である HIF-1 および HIF-2 の mRNA 発現が確認されたが、
Caki-1T では Caki-1Wに比べて有意に低い値を示した (Fig.1-3-1-A)。同様にタンパク質
の発現を確認したが、Caki-1W でのみ HIF-2 発現増強が見られ、Caki-1T では検出さ
れなかった (Fig.1-3-1-B)。また、HIF-1 タンパク質はどちらの株においても検出されなか
った。 
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Caki-1W、Caki-1T における Src の活性は短時間の hypoxia 培養で増強した 
(Fig.1-3-2-A)。活性化の程度は Caki-1W で顕著に高く、0 時間コントロールに対して
hypoxia 培養開始 3 時間後には 7.0 倍、24 時間後では 3.4 倍に上昇した。Caki-1T では
3 時間後に 5.2 倍まで上昇したが、24 時間後には 0.8 倍まで低下し、全体に Caki-1W に
Fig.1-3-1 The effects of Cx32 expression on the HIF-1 and HIF-2 expressions 
in Caki-1 cells. (A) The amount of HIF-1 and HIF-2 mRNAs in Caki-1W and 
Caki-1T cells. *p <0.05, **p <0.01; Significant difference from Caki-1W, using 
Student’s t-test. (B) The amount of HIF-2 proteins in Caki-1W and Caki-1T 
cells. β-actin was used for internal standard. 
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比べて低い傾向がみられた。この傾向は A549 細胞由来の A549-mock ならびに
A549-Cx32 を比較した場合も同様の結果であった (Fig.1-3-2-B)。 
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Fig.1-3-2 (A) Effects of Cx32 on the activation of Src in Caki-1W and Caki-1T 
cells under hypoxic condition. Cells were pre-incubated for 24 hr prior to the 
hypoxic exposure for the indicated times. Normoxia sample (0 hr) was used as 
a control. Upper photos indicate Src protein expressions detected by Western 
blot. 1W Caki-1W; 1T Caki-1T; Src-P phosphorylated Src (activated form). 
β-actin was used for internal standard. Lower graph indicates relative density 
of phosphorylated Src. Each bar is expressed as Src-P/β-actin value divided by 
Src/β-actin value, at each time points. 
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続いて Src の活性変化が薬剤耐性因子や浸潤・転移関連因子に及ぼす影響を検討した。
Caki-1W において Src の特異的インヒビター、PP1 の添加により、HIF-1 および HIF-2 
mRNA 発現が有意に低下した (Fig.1-3-3)。また、Caki-1W で高発現を認めた多剤耐性
遺伝子 MDR-1 mRNA 発現も有意ではないものの、PP1 処理によって減少傾向を示した 
(Fig.1-3-4-A)。同様に MDR-1 mRNA 高発現を認めた A549-mock においては有意に低
下した (Fig.1-3-4-B)。 
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Fig.1-3-2 (B) Effect of Cx32 on the activation of Src in A549-mock and 
A549-Cx32 cells. Upper photos, Src protein expression was detected by 
Western blot. Src-P; phosphorylated Src (activated form). Lower graph, 
relative density of phosphorylated Src. Each bar is expressed as 
Src-P/β-actin value divided by Src/β-actin value (n=3). ***p <0.001 v.s. 
A549-mock, using Student’s t-test. 
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一方、血液線溶系因子群の PAI-1、uPA、uPAR 発現亢進は浸潤や転移の指標となるが、
Fig.1-3-3 HIF-1 and HIF-2 mRNA levels in Caki-1W cells treated with 
PP1. The amount of each mRNA was normalized to that of GAPDH. Data 
are expressed as the mean percent of control±S.E (four independent 
experiments). **p <0.01 v.s. control, using Student’s t-test. 
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Fig.1-3-4 MDR-1 mRNA expression after PP1 treatment was determined by 
RT-real time PCR (A) in Caki-1W cells (n=4) treated with 0.05 μM of PP1 or 
(B) in A549-mock cells (n=3) treated with 0.1 μM of PP1, expressed as 
mean±S.D. *p <0.05 v.s. control, using Student’s t-test. 
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これらの mRNA 発現はいずれも Caki-1W に比べ Caki-1T で有意な減少がみられた 
(Fig.1-3-5-A)。一方で高発現を認めた Caki-1W に PP1 を作用させた場合には、PAI-1、
uPA、uPAR 発現は全て有意に低下した (Fig.1-3-5-B)。 
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Fig.1-3-5 The mRNA expressions of fibrinolytic factors (PAI-1, uPA, uPAR) 
(A) in Caki-1W and Caki-1T cells or (B) in Caki-1W cells treated with 0.1 
mM of PP1. The amount of each of mRNA was normalized to that of GAPDH 
mRNA. Data are expressed as the mean percent of the Caki-1W or 
control±S.D. from three or four independent experiments. **p < 0.01; 
Significant difference from Caki-1W or control, using Student’s t-test. 
67 
考察 
 
以前の検討で Caki-1 細胞ならびに A549 細胞では Cx32 発現が顕著に低下しているこ
とを確認している。GJIC 機能もほとんどみられない。序章で発癌過程に至るには 2 種類の
癌細胞があるという説について触れたが、これに当てはめると本説で用いた 2 つの細胞は
stem cell 型であると予想された。Cx は分化を誘導するため、癌細胞の生存には不利な因
子と推測される。従って Cx 遺伝子を導入することで増殖因子など生存能力を維持するタン
パク質等へ何らかの影響を来たすのではないかと考えた。Src family of nonreceptor 
tyrosine kinase (SFK) は癌細胞の多様なシグナルカスケードに関与するため、確実な治
療ターゲットとして着目されており、その中でもSrcは癌遺伝子srcの産物で、最もよく研究さ
れている増殖因子である。以前の検討で癌遺伝子産物 Src が Cx32 の主な作用点となる可
能性について報告している 58) ため、本節の作用機構の検討では Src に焦点を当てて考察
した。 
一方、hypoxia で活性化される HIF は低酸素応答の中心的な役割を果たす。69) HIF タ
ンパク質は、サブユニット (HIF-)、βサブユニット (HIF-β またはARNT) からなる2量体
で、HIF- は通常酸素分圧下 (Normoxia) では水酸化を受けることにより、この水酸化部
位を認識した von Hippel-Lindau (VHL) タンパク質と結合し、速やかにユビキチン・プロ
テアソーム分解を受けるため、hypoxia でのみ発現が上昇してくる仕組みになっている。4), 
69), 70) 酸素濃度が低下するとユビキチン化が阻害され、HIF‐ が高濃度に存在することに
なり、下流の因子が次々に活性化されてくる。下流には血管新生因子の VEGF、糖の分解
や輸送に関与する Aldolase-A、Glucose transporter-1, -3 (GLUT-1, GLUT-3)、造血因
子の erythropoietin などの低酸素応答性因子が並んでいて、hypoxia 環境へ適応する準
備が整えられる。71), 72) HIF には 3 つのアイソフォームが知られており (HIF-1～3)、腎内で
は、尿細管においては HIF-1 が、傍尿細管線維芽細胞と血管内皮細胞においては HIF-2
の発現が認められている。70) HIF-1 については多くの報告がなされており、その機能や役
割が理解されているが、HIF-2 が果たす役割についてはまだ報告が少ない。しかしながら
酸素応答における HIF-1、HIF-2 の相対的な重要性は細胞ごとに規定されている可能性
がある。73), 74) なぜならば HIF-1 mRNA がほとんどの組織で発現しているのに対し、
HIF-2やHIF-3の発現分布はより限局されているためで、HIF-1が一般的な低酸素応答を
担当し HIF-2 や HIF-3 はある特定の酸素分圧のホメオスタシスに対して機能するのではな
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いかとみられている。73) 特に急性期の hypoxia に対応するのが HIF-1 で、長期の
hypoxia に対応するのが HIF-2 である、という報告もある。76) 本研究における Caki-1 細
胞由来の Caki-1W、Caki-1T を用いた検討では、hypoxia 条件下で HIF-2 の発現のみ
が増強した。Caki-1 細胞と同じ RCC 細胞株の RCC4 細胞や 786-O 細胞でも hypoxia 条
件下で HIF-2 発現が上昇し 77)、また VEGF、GLUT-1、uPAR、PAI-1 など下流の
hypoxia 応答遺伝子群の誘導には HIF-2 が主な制御をしているという報告もある 73), 77) 
ことから、妥当な結果であると考えられた。 
一方、Src の活性化は低酸素応答の一つであり、hypoxia 環境下で Src の活性化が起こ
ることが報告されている 78) が、また Src や Ras のシグナル伝達経路が HIF を誘導すると
いう知見もある。71) Caki-1W および Caki-1T においても hypoxia で Src の活性化が起こ
るのか確認したところ、Caki-1W では短時間の hypoxia 曝露で活性化されることが示され
た。以前の検討から Cx32 は normoxia 条件で Src の活性化を抑制することが明らかとなっ
た 58) が、hypoxia 条件でも Caki-1T では抑制的な傾向が認められた。よって生体内の腫
瘍においても Cx32 は Src 抑制作用を有する可能性が示唆された。同様に、A549 細胞由
来の A549-mock、A549-Cx32 においても Cx32 が Src 活性を抑制すると考えられた。また、
Caki-1W で認められた HIF-1 mRNA、HIF-2  mRNA 発現は特異的 Src 阻害剤の
PP1 の添加によって有意に減少したことから、Src の活性化が確かに HIF- の誘導に寄与
することが示された。続いて、第 1 章, 第 1 節の薬剤感受性改善作用ならびに第 2 節の転
移抑制作用に関して、Src 活性の抑制がどの程度 Cx32 の作用に関与しているのか、PP1
を用いて検討を行うこととした。 
Cx32 が抑制的に作用することが示された薬剤耐性因子 MDR-1/P-gp は hypoxia で誘
導され 79) 、また HIF-1 のアンチセンスや siRNA で処理すると MDR-1 mRNA や P-gp
発現が抑制された 80), 81) という報告や、ルシフェラーゼを用いたレポーターアッセイで
HIF-1 結合サイトを欠如させた MDR-1 プロモーターのコンストラクトでは活性が落ちたと
いう報告 80) から、MDR-1/P-gp が HIF-1 の制御を受けることが明らかとなりつつある。
MDR-1 mRNA 発現は Caki-1W 細胞でも A549-mock 細胞でも PP1 による減少傾向が
認められ、Src の活性が部分的に関与することが示唆された。ただし Caki-1T と比較すると、
PP1 処理後の Caki-1W の MDR-1 mRNA 発現レベルは Caki-1T における発現レベルま
では低下していないので、Cx32 の MDR-1 発現抑制作用を Src の活性抑制のみで説明す
ることはできず、何らかの他の作用機構が存在するものと考えられる。その一つには HIF-2 
69 
の発現が Caki-1T で抑制されていることが挙げられる。MDR-1/P-gp の発現を HIF-2 が
制御するという報告は未だないが、HIF-1 と HIF-2 は共に hypoxia で活性化される遺
伝子群に共通する hypoxia-response element (HRE) に結合能を持ち、その他ゲノム構
成、修飾するタンパク質の構造、低酸素タンパク質の安定化、ヘテロ 2 量体形成、DNA 結
合、転写促進などに関して多くの構造的・機能的共通点を持つ 75), 82) ことから、Src を介さ
ない HIF-2 の発現抑制作用が Cx32 の MDR-1/P-gp 抑制作用に寄与する可能性は高
いと推察される。 
一方、第 1 章, 第 2 節では Caki-1 細胞由来株の系で Cx32 の転移抑制作用について
触れたが、血液線溶系タンパク質の PAI-1、uPA、uPAR の発現は Caki-1T において全て
有意に抑制されており、in vivo 血中移行性モデルにおける転移能の評価を裏付ける結果
となった。さらに Caki-1W において PP1 を添加すると、これらの発現が有意に抑制されたこ
とから、やはり Src 活性の変化がここでも影響したと考えられた。また、Src は血管新生因子
の VEGF を誘導する重要なファクターであり、これは signal tranducer and activator 
(Stat3) を介するシグナル伝達経路であることがわかっている。38), 83) Stat3 はまた Bcl-xL
の増強を介して細胞の増殖や生存に寄与する 84) が、以前の検討では PP1 の添加によっ
て Caki-1W 細胞における Bcl-xL 発現が減少したことを確認している。Cx32 がアポトーシ
ス抵抗性を解除することについて、Bcl-xL 発現の低下が関与する可能性を示したが、この
抑制作用に Src の活性変化が寄与したことは十分に考えられる。 
Scheme 1 に Cx32 の作用について推察された機構をまとめた。Cx32 が Src や HIF-2 
を抑制する詳細な機構は今後の課題であるが、Cx32 の有用性が認められた癌細胞の薬剤
耐性、血管新生、遊走性、アポトーシス抵抗性といった一連の形質に関して、Src の活性抑
制が少なからず関与することが示された。今後は Cx32 の癌抑制作用の詳細な機構が解明
されることにより、臨床応用への可能性が開かれていくことを期待する。 
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第 1 章 小括 
 
 Cx32 の VBL または VNR 薬剤感受性改善作用は一部 GJ を介する情報伝達能 
(GJIC) が関与する可能性が考えられた。 
 Cx32 は多剤耐性遺伝子 MDR-1 mRNA 発現抑制ならびに MDR-1 により規定される
薬剤排出トランスポーター，P-gp の発現抑制を介して VBL または VNR のミトコンドリア
発のアポトーシス誘発作用を増強することが示唆された。 
 Caki-1 細胞培養系で確認された Cx32 の VBL 殺細胞作用増強効果は生体に移植し
た Caki-1 細胞に対しても認められた。 
 Cx32 は Caki-1 細胞系において転移に関連する悪性化形質 (コロニー形成率、遊走
性、アポトーシス抵抗性) を改善した。 
 SCID mouseを用いた血中移行性モデル系においてCx32は転移コロニーの形成なら
びに血管新生や細胞の遊走性に関与する VEGF 産生、PAI-1 産生を抑制したと考え
られた。 
 Cx32はCaki-1細胞培養系において低酸素応答の中心因子であるHIF-2 発現を抑
制した。 
 Cx32 は hypoxia 条件下で Src の活性化を抑制し、Src 活性の変化が HIF-2、
MDR-1、PAI-1、uPA、uPAR の発現抑制に寄与したと考えられた。 
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第 2 章 コネキシン 43 遺伝子の癌抑制能に関する検討 
 
緒言 
 
悪性中皮腫 (Malignant mesothelioma; MM) はヒトでは自然発症することはまずない
といわれる。石綿 (アスベスト) 曝露による公害との因果関係が問われるようになって久しい
が、その具体的な発症メカニズムについては未だ不明な点が多く、治療法も模索的に検討
されている状態である。本邦における石綿輸入は 1974 年にピークに達し、1995 年に使用
全面禁止 (高病原性といわれるクロシドライトに関して) に至るまで高頻度に用いられた。
MM は 20-40 年の潜伏期間を経ることから、1970 年代の影響が現代の MM 発症数・死亡
数の増加に現れているとみられており、2010 年にピークに到達すると予想されている。85) 
職場の粉塵中の無機または有機物質の粒子を常時就業中に吸入し、それが肺野に沈着し
て病変を起こす「じん肺」の中でも、「石綿肺」は現代の日本における代表的なじん肺である。
86) 石綿繊維は耐熱性・耐久性・耐酸性等に優れ、建築用材から自動車の部品など非常に
使用用途が広かった 87) ため、石綿に曝露した当人もその事実を知らないことが多い。石綿
肺は肺に生じるびまん性進行性の繊維増殖変化と定義され、進行すると胸膜プラーク、胸
水の発生、良性の胸膜疾患、そして悪性腫瘍では MM や原発性肺癌を来たす。88) 2004
年には石綿曝露による労災認定は中皮腫が 128 名、肺癌が 58 名ということであるが、潜伏
性の特徴を考慮すると実際には相当数の患者が存在すると考えられる。 
MM は漿膜腔を覆う中皮表層および下層から発生し、胸膜・心膜・腹膜にみられるが最も
多いのは胸膜発生である。以降は胸膜中皮腫について述べるが、この病態は臨床像と病理
組織所見から限局性中皮腫とびまん性中皮腫の二つに分類される。89) 限局性の場合には
外科療法での治癒が期待できる。びまん性中皮腫は治療に抵抗性で予後不良、発見後 6
ヶ月以内の死亡率は 50%、1 年以上の生存率は 20% とされる。悪性胸膜中皮腫は一般に
びまん性のものを指す。病理組織学的分類では上皮型、肉腫型、混合型の 3 種があり、上
皮型と混合型が多い。上皮型は腺癌との区別が難しいため、診断が付きにくいことがある。
一方、肉腫型は比較的少ないが一般に予後は悪い。治療方法は、まず限局性であれば肺
部分切除が可能であり、胸腔鏡下切除が増加している。びまん性の場合は早期症例に対し
ては積極的に手術を考慮し、根治を企図するのであれば胸膜肺全摘除術が実施される。90) 
胸膜以外にも転移している場合や外科的な切除が困難な場合は化学療法や対症的な胸水
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のコントロールが行われる。単剤で奏功率 15% 以上期待できる化学療法剤として
cisplatin (CDDP) や methotrexate などが挙げられているが、標準化学療法は確立され
ていない。一方、近年登場したpemetrexed (ALIMTA®) は欧米で開発された葉酸拮抗剤
で、肺癌や MM に対する化学療法薬の一つである。第Ⅲ相試験では、CDDP 単独治療群
に対して CDDP と pemetrexed を併用治療した群では約 3 ヶ月の生存期間の延長が認め
られた。91) これを受けて本邦においても厚生労働省より「優先審査」の適用となり、2007 年
1 月に承認を得て使えるようになった。92) また CDDP にも悪性胸膜中皮腫に対する効能の
追加が承認された。93) しかし 2 剤を併用しても完治は難しく、また 75 歳以上になると体力
的に厳しいケースも多い。94) よって早期に発見することが重要であり、手術に踏み切るまで
のわずかな遅延も、患者にとっては生死を分ける結果になりかねない。健康診断の徹底、低
襲性で複数回に亘って受診できる診断方法の開発、また再発防止のモニタリングも欠かせ
ないであろう。国内外を問わず MM に対する治療は依然発展途上段階であり、化学療法、
手術療法、放射線療法を組み合わせた様々な臨床試験が検討されている。95) MM に対し
て放射線は感受性が乏しいといわれるが、除痛目的の姑息照射や、上皮型に対しては効果
的であったという報告もある。90) 定型的な治療法の他、腫瘍内外からマイクロ波、ラジオ波、
超音波などのエネルギーを照射して腫瘍を高温化し、ダメージを与えやすくする温熱療法
94) や、また大阪府立成人病センターでは癌細胞の増殖を抑制するウィルスの開発が実施
されている。97), 98) 
すでに述べてきた通り、MM は進行の早い疾患なので早期発見のための診断マーカー
の開発も必須であり、その為には MM の発生過程を明らかにする必要がある。石綿繊維が
MM を誘発する過程には、直接的な作用として気道表面などで産生された活性酸素種 
(reactive oxygen species; ROS) を介する経路と、ROS により気道局所に集結された貪食
細胞からのサイトカインや成長因子の放出等の炎症過程の結果に誘発される間接的な経路
による場合の 2 通りが考えられる。ROS は細胞内のシグナル伝達系を活性化する。転写活
性因子の NF-кB の活性化により炎症性サイトカインや増殖の促進が生じる一方で、early 
response genes の c-jun、c-fos などの活性化から MAPK pathway が活性化され、転写
因子の AP-1 の誘導、その下流の遺伝子群の活性化の系が考えられる。99) MM でみられる
遺伝子・分子の異常を発見すべく、網羅的な解析もいくつか試みられている。16 例の MM
の組織と、対照には 4 例の胸膜組織を用いて行われた cDNA マイクロアレイの結果では、
MM 組織でグルコース代謝や mRNA 翻訳、細胞リモデリングに関する経路の亢進が報告
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されている。100) しかし従来多くの癌腫で報告のあるがん遺伝子の異常についてはほとんど
有意な報告がなく、あるいは MM に特異的な遺伝子異常が見出しにくいことから、これらの
検討は現在も精力的に行われている。そのような中で MM と GJIC 機能の関連をみた報告
がある。中皮組織では Cx 分子種の中でも Cx43 が主に発現しており、MM 由来細胞株に
おいても Cx43 の mRNA 発現は用いられたほとんどの細胞株で検出されたが、GJIC 機能
は低下していた。101), 102) これを受けて、序章で述べた発癌過程でみられる 2 つの細胞型
のうち、MM は元来 Cx が発現しているが、何らかの機序によってその発現が低下していく、
あるいは機能が消失していく脱分化型の癌細胞なのではないかと考えられた。そこで第 2 章
においては、新たな治療法が切望される MM に対し、Cx43 遺伝子が癌抑制機能を持ち得
るのか検討することとし、第 1 節では第 1 章の Cx32 遺伝子の機能解析と同様に、MM を代
表する一つ H28 細胞株に Cx43 遺伝子導入株を作成し、基本的な悪性化形質に対する影
響を検証した。続く第 2 節では、第 1 節で Cx43 発現ならびに機能が確認された遺伝子導
入細胞株を用いて、現在 MM の化学療法に用いられる抗がん剤の一つ、CDDP の薬剤感
受性に対する影響を検証した。 
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第 1 節 コネキシン 43 遺伝子導入と細胞の悪性化形質に対する影響 
 
第 1 項では悪性中皮腫を代表する細胞株の一つ、H28 細胞株に Cx43 遺伝子を導入し、
stable transfectant の作成を検討した。続く第 2 項では第 1 項で得られた Cx43 導入株か
らいくつかを選択し、Cx43 が癌細胞の悪性化形質にもたらす影響を検証した。 
 
第 1 項 コネキシン 43 遺伝子導入株の作成 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
・ HK-2 (ヒト近位尿細管上皮細胞株) 
・ Met-5A (ヒト正常中皮細胞由来株) 
・ H28 (ヒト中皮腫細胞株) 
細胞の培養は 10% FBS、0.5 units/mL penicillin、1 μg/mL streptomycin、0.5% 
D-glucose、1 mM Sodium pyruvate、0.01 M Hepes Buffer Solution添加 RPMI-1640
を用いて 37℃、5% CO2 下で行った。 
 
【使用薬物】 
・ DMEM medium (Invitrogen) 
・ Trypsin-EDTA (GIBCO) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
・ PBS (GIBCO) 
・ Pfu DNA Polymerase (Promega) 
・ 10 mM dNTP Mix (Invitrogen) 
・ human Cx43-topoAS (SIGMA) 5’-CACCATGGGTGACTGGAG-3’ 
・ human Cx43-topoS (SIGMA) 5’-CTAGATCTCCAGGTCATCAG-3’ 
・ distilled water (Invitrogen) 
・ LB Broth (GIBOCO BRL®，LIFE Technologies） 
・ pcDNATM 3.1 Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen) 
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1. One Shot® Topo Chemically component cells 
2. pcDNATM 3.1 D/V5-His-TOPO® (Topo® vector) 
3. Salt Solution 
4. Sterile Water 
5. Expression Plasmid (pcDNATM3.1D/V5-His/lacZ) (Invitrogen) 
・ T7 Sequencing Primer (Invitrogen) 
・ BGH Reverse Sequencing Primer (Invitrogen) 
・ Quantum Prep Plasmid Midi Kit (Bio-Lad) 
・ MiraClean Endotoxin Removal Kit (Mirus Bio Corporation) 
・ h Cx43-1 (SIGMA) 5’-ACTCAACTGCTGGAGGGAAG-3’ 
・ h Cx43-2 (SIGMA) 5’-GCACATGAGAGATTGGGAAA-3’ 
・ RPL32 L (日本遺伝子研究所) 5’-CATCTCCTTCTGGGCATCA-3’ 
・ RPL32 R (日本遺伝子研究所) 5’-AACCCTGTTGTCAATGCCTC-3’ 
・ FuGENE® HD Transfection Reagent (Roche Applied Science) 
・ RPMI1640 (SIGMA) 
・ D-glucose (Invitrogen) 
・ 100 mM Sodium pyruvate (GIBCO) 
・ HEPES Buffer Solution (1M) (GIBCO) 
・ Trypsin-EDTA (SIGMA) 
・ G418 disulfate salt, powder (SIGMA) 
 
【導入する Cx43 cDNA の合成・精製】 
pcDNATM 3.1 Directional TOPO® Expression Kit の pcDNATM 3.1 
D/V5-His-TOPO® ベクターに組み込まれるようにプライマー  (human Cx43-topoS、
human Cx43-topoAS) を設計した。これを用いて遺伝子導入に使用する human Cx43
遺伝子 (GJA1) mRNA (全長) を、HK-2 細胞株を鋳型にし、増幅した。 
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PCR 反応液組成                  PCR 反応条件 
Pfu DNA Buffer 5 μL 
10 mM dNTP Mix 1 μL 
primer Mix (25μM each) 2 μL 
d.w. 35 μL 
total 43 μL 
 
 
→ PCR 産 物  (1153bp) を ア ガ ロ ー ス 電 気泳 動 に よ り 確 認 し 、ゲ ル 切 り 出 し 精 製 
(Quantum Prep Plasmid Midi Kit; Bio-Lad)、エタノール沈殿処理を行ったものを導入
に用いる cDNA product とした。 
 
【トランスフォーメーション】 
LB 培地プレートの作成 
① LB 培地に SELECT AGAR (GIBCO, BRL®, LIFE Technologies) を加え、15 g/L
に調製し、121℃、15 分間、オートクレーブ滅菌を行った。 
② ①が 55℃まで冷めた後 Ampicilin (ストック 5 mg/mL, -20℃) を添加し、100 μg/mL
に調製後、プレートに分注した (15 mL/plate)。 
③ クリーンベンチ内で風乾した。ゲルが固まったら 4℃下で逆さにして保管した。 
TOPO® Cloning Reaction (Ligation) 
④ 形質転換体 (transformants) 1 種に付き LB 培地プレート 2 枚用意し、37℃で 30 分
間温めた。S.O.C.培地 (Box 2) を室温に戻して準備した。 
⑤ 形質転換体 1 つにつき competent cell (Box 2) 1 バイアルを用意し、氷上で融かした。 
⑥ pcDNATM 3.1 Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen) 中の以下の反応液
を緩やかに混合した。 
Fresh PCR product 2 μL 
Salt Solution 1 μL 
Sterile Water 2 μL 
Topo® vector 1 μL 
Final volume 6 μL 
95°C 2 分  
95°C 30 秒  
55°C 30 秒 40 cycles 
72°C 4 分  
72°C 7 分  
4°C ∞  
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⑦ 5 分間、室温 (22～23℃) で反応させた後、氷上に移し、反応を止めた。 
Transforming One Shot® TOP10 Competent Cells (Transformation) 
⑧ TOP10 のバイアルに Cloning 反応液 2 μL を添加し、緩やかに混合した。 
⑨ 氷上で 30 分反応させた。42℃で 30 秒、熱ショックを加え、すぐに氷上に移した。 
⑩ 室温に戻した S.O.C.培地 250 μL を添加し、バイアルのキャップをきつく締め、37℃で 1
時間、水平振盪した。 
⑪ 温めておいた LB 培地プレートに各導入体を、spreader を用いて 100 μL ずつ拡げ、
37℃で一晩反応させた。 
⑫ 形成された 10 数個のコロニーのうち、他と隔離されて単独に存在するコロニーを 5 つ選
び、insert check に供した。 
Insert check 
⑬ Transformation の結果得られたコロニーを、滅菌楊枝を用いてピックアップし、100 
μg/mＬの Ampicillin 含 LB 培地 (5 mL) を入れた遠沈管に懸濁した。 
⑭ 各々のコロニーを刺した楊枝を PCR 反応液チューブに浸した後、PCR により増幅させ
て Cx43 cDNA のインサートチェックを行った (Cx43 配列内の一部の領域を増幅, プラ
イマー；h Cx43-1、h Cx43-2)。 
PCR 反応液組成                   PCR 反応条件 
 
Cx43 Primer Mix 2 μL 
Premix Taq (TaKaRa)10 μL 
d.w. 8 μL 
total 20 μL 
 
 
⑮ 楊枝は再び各々の遠沈管に戻し、6 時間水平振とうして培養した。 
⑯ ⑭の結果インサートが確認された株を、100 μg/mＬの Ampicilin 含 LB 培地を用いて
大量培養した。 
⑰ Quantum Prep Plasmid Midi Kit を用いて⑯より plasmid DNA を精製した。 
⑱ ⑰をエタノール沈殿し、さらに MiraClean Endotoxin Removal Kit を用いてエンドトキ
シン処理を行った後、滅菌水に溶解させた。 
94℃ 5 分  
94℃ 30 秒   
55℃ 1 分 30 cycles 
72℃ 1 分  
72℃ 5 分  
4℃ ∞  
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⑲ ⑱で得られたサンプルに T7 Sequencing Primer、BGH Reverse Sequencing 
Primer を添加してインサート部分を含む領域を増幅した。 
PCR 反応液組成                      PCR 反応条件 
精製後サンプル 5 倍希釈液 2 μL 
T7 Sequencing Primer 1 μL 
BGH Reverse Sequencing Primer 1 μL 
Premix Taq (TaKaRa) 10 μL 
d.w. 6 μL 
Total 20 μL 
 
電気泳動後、適切なサイズのバンドが見られたことを確認した。さらにサンプルに T7 
Sequencing Primer、BGH Reverse Sequencing Primer を添加して適当な濃度に調
製したものの DNA シークエンスを解析依頼し (バイオマトリックス研究所)、目的遺伝子
が適切な場所に存在していることが確認できた株を選択して以下の実験を進めた。 
⑳ 細胞への遺伝子導入効率を考慮し、⑲で得た精製プラスミド DNA を制限酵素 (Bcg-I) 
処理により線状に切断したものも用意した。なお切断後には Cx43 のインサートチェック
を行った。線状プラスミドの精製は、ゲル切り出し精製後にフェノール抽出を 4 回繰り返
し、さらにエタノール沈殿を行い、滅菌水に溶解させた。 
 
【トランスフェクション (細胞への遺伝子導入)】 
① H28 を 12-well plate に 1.5×105 cells/mL/well ずつ播種し、24 時間培養した。 
② 翌日、顕微鏡下で細胞密度が well の 80% 以上であることを確認した。 
③ Cx43 導入 plasmid または Expression Plasmid (発現ベクターコントロール) を滅菌し
た 1.5 mL マイクロチューブ中に滅菌水で 2 μg/100 μL となるように調製した。 
④ Fugene 1.5 μL (DNA:Fugene=3:2) を③に添加した。 
⑤ ボルテックスの後、室温で 15 分間静置した。 
⑥ DNA-Fugene混合液を、細胞を播いた各wellの培地上清中に静かに添加し、よく拡散
させた。ここで 2 つの well を No-transfect コントロールに当て、一方を G418 添加サン
プル、もう一方を G418 無添加サンプル用とした。37℃、CO2 インキュベーター中で培養
を開始した。 
94℃ 5 分  
94℃ 30 秒   
55℃ 1 分 30 cycles 
72℃ 1 分  
72℃ 5 分  
4℃ ∞  
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※ ③、④の調製は全て１サンプル/1 well につき行った。 
⑦ Transfect から 72 時間後、各 well の上清を除去し、G418 (0.7 mg/mL，H28 細胞致
死濃度) 含有培地を 1 mL ずつ添加した。また G418 無添加サンプルは培地交換のみ
行った。 
⑧ 2～3 日ごとに培地交換を行い、No-transfect コントロール G418 添加サンプルの細胞
がほぼ死滅するまで G418 treatment を続行した。G418 の濃度は 0.5, 0.2, 0.1 
mg/mL と徐々に落とし、導入後 3 週間後までには通常培地に戻した。 
⑨ 各 well の細胞を Trypsin 処理により回収し、6-well plate の各 well へ播き直した。良
好に増殖し、ほぼコンフルエントに到達した時点でそれぞれ 25 cm2 T-フラスコへ継代し
た。G418 treatmentにより、トランスフェクトを行った全てのwellで薬剤耐性細胞 (ベク
ター導入細胞と予想される) のコロニーが生じた。以上の操作より、Cx43 トランスフェクト
細胞株として H28-Cx43-1～13 (以後、1～13 と表記)、ならびに制限酵素処理後の線
状プラスミドを導入した H28-Cx43-liner-1, H28-Cx43-liner-2 (以後、liner-1, liner-2
と表記) を得た。また空ベクター (Expression Plasmid) のみを導入した株 (以後、
H28-W と表記) を Cx43 トランスフェクト細胞株のコントロールとして以降の実験に用い
た。 
 
【RNA の分離・定量】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【Cx43 遺伝子導入効率の確認；RT-real time PCR】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし、RPL32 (プライマー；RPL32 L、RPL32 R) 
を内部標準として用いた。 
 
2.結果 
 
トランスフェクションは 5 回行ったが (Transfect-1～5)、後半 2 回のトランスフェションによ
り、Fig.2-1-1-1 に示したように Cx43 発現の確認された細胞株が複数株得られた。Cx43 導
入プラスミドの細胞へのトランスフェクション効率は環状プラスミドと線状プラスミドで大差なか
ったが、長期間の培養  (2～3 ヶ月) 後にも再現性良く Cx43 mRNA 発現を認めた
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Transfect-4 の liner-2 株と、Transfect-5 の 5 株及び 7 株を、Cx43 導入細胞として使用
することとした (以後それぞれ単に 5, 7, liner 細胞と略す)。細胞の形態は親株の H28 細胞
に比べて Cx43 トランスフェクト細胞は小さく、特に liner 細胞でその傾向が顕著であった 
(Fig.2-1-1-2)。 
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Fig.2-1-1-1 Cx43 mRNA expression in each transfected cell clone is determined 
by RT-real time PCR. Each value represents the mean of two samples and is 
expressed as fold increase over H28 cells. RPL32 was used an internal 
standard. Each graph is showen as cell clones produced in the fourth 
transfection step (A and B), in the fifth transfection step (C), and selected cell 
clones produced in the fourth and fifth transfection step (D). Met-5A; 
non-tumoral mesothelial cell line, used as a positive control. Each number of  
‘1～13’ or ‘liner’ under graphs indicates transfected cell clone. 
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第 2 項 中皮腫細胞株の癌悪性化形質に対する影響 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
・ Met-5A (ヒト正常中皮細胞由来株) 
・ H28 (ヒト中皮腫細胞株) 
・ H-28W (ベクター導入細胞) 
・ 5, 7, liner (Cx43 遺伝子導入細胞) 
細胞培養条件は第 2 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【使用薬物】 
・ RPMI1640 (SIGMA) 
Fig.2-1-1-2 Cell morphology of each clones. Cells were reached confluent status.  
H28 5 
7 liner 
85 
・ D-glucose (Invitrogen) 
・ 100 mM Sodium pyruvate (GIBCO) 
・ HEPES Buffer Solution (1M) (GIBCO) 
・ Trypsin-EDTA (SIGMA) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum〔FBS〕(MP Biomeicals Inc.) 
・ PBS (GIBCO) 
・ WST-1 (Roche Applied Science) 
・ TRYPAN BLUE Solution (SIGMA) 
・ SELECT AGAR (GIBCO BRL) 
・ Lucifer yellow (SIGMA) 
・ 20% 中性緩衝ホルマリン液 組織固定用 (Wako) 
 
【増殖試験；Cell count】 
6-well plate に各細胞を 5×104 cells/2 mL/well ずつ播種し、5% CO2、37℃で培養を
開始した。播種後 24、48、96 時間後にトリプシン処理により細胞を回収し、セルカウントを行
った。 
 
【Anchorage independent growth assay】 
① 5% アガロース液を調製し、オートクレーブ滅菌にかけた。 
② ①を培地と混合して 0.6% アガロース希釈液 (bottom 層) を調製し、6-well plate に 3 
mL/well ずつ加え、4℃で固まらせた。 
③ 各細胞を最終濃度 1,000 cells/well になるように調製した。 
④ 0.5% アガロース希釈液と培地を混合し、0.4% アガロース希釈液 (top 層) を調製し
た。 
⑤ 6-well plate の各 well の bottom 層が固まっていることを確認し、その上に top 層 1.9 
mL + 細胞液 0.1 mL を混合した液 2.0 mL を添加した (1,000 cells/well, top 層アガ
ロース最終濃度 0.38%)。 
⑥ 一週間後に top 層アガロース液を 1 mL ずつ積層し、乾燥を防いだ。 
⑦ 18 日後に形成されたコロニー数を数えた。 
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【Migration assay】 
第 1 章, 第 2 節, 第 1 項に従った。 
 
【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
2．結果 
 
細胞の増殖速度は 5、7 細胞に関しては H28 細胞または H28-W 細胞とほぼ変わりなか
った (Fig.2-1-2-2-A)。一方、liner 細胞は播種後、接着できない細胞が多く、24 時間後及
び 48 時間後ともに播種細胞数より減少する傾向が見られたが、96 時間後には 48 時間後
の細胞数の約 2 倍まで増殖したことが確認された (Fig.2-1-2-2-B)。また H28 細胞、
H28-W 細胞と比較して増殖速度は遅いと考えられた。そこで liner 細胞と H28 細胞、
H28-W 細胞との間で非接着状態の増殖能力 (Anchorage independent growth) を比
較した。well 間のばらつきが大きく、細胞間で有意な差を見分けることはできなかったものの、
liner 細胞でわずかに減少傾向を示した  (Fig.2-1-2-3)。また細胞の運動性をみた
Migration assay では、24 時間後、48 時間後とも全ての well で chamber 膜を透過した
細胞が観察されたが、細胞間で差はみられなかった (Fig.2-1-2-4)。 
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Fig.2-1-2-2 Cell growth rate was measured by cell count. After seeding, cells 
were trypsinized and counted at each time point. Data are expressed as 
mean±S.D.(n=4). Each figure is shown as a results of Met-5A, H28, H28-W, 
clone-5 and clone-7 (A) and H28, H28-W, and liner cells (B).  
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Fig.2-1-2-3 Anchorage independent cell growth was measured by colony count. 
Cells were seeded in three-dimensional agarose gel at 6-well plates. Eighteen 
days after seeding, colony numbers in each well were counted. Data are 
expressed as mean±S.D (n=4). 
Fig.2-1-2-4 Cell migration was measured by chamber method. Cell culture 
inserts with 8.0 μM pore-size polycarbonate membranes were placed in a 
24-well plate, and each cell was added to the upper surface of membrane, and 
incubated for indicated times. After the incubation, migrating cells were 
counted with Giemsa’s stain solution. Data are expressed as mean±S.D (n=3). 
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考察 
 
これまでの研究において、MM の発症要因に最も関与が深いとされるアスベスト繊維は、
それ自体がプロモーター的に作用するというよりは、トランスフェクト試薬のように、哺乳動物
ゲノムに対してある種のウィルスの侵入を許すように働くのではないかと考えられてきた。103) 
少なくとも GJIC 変化に関与するようなプロモーター活性はなく、MM における GJIC の永
久的・遺伝的阻害は MM の結果に生じた特徴として捉えられている。101) そしてこの変異が
癌細胞のトランスフォーム形質の維持に貢献するのではないか、という推測に基づき、GJIC
機能を担う Cx の発現回復が MM の悪性化形質に及ぼす影響を検討した。 
Cx43 遺伝子の機能を解析するための手段として、腎細胞癌や肺腺癌における Cx32 の
作用を検討した際と同様に、細胞への遺伝子導入 (トランスフェクション；リポフェクション法) 
を行った。Cx43 単独の作用が明らかとなるように、対象の H28 細胞では正常中皮由来細
胞株 Met-5A と比較して、Cx43 mRNA 発現が微弱であることを確認してから用いた。
Cx43 の導入を確実にするため、すでに発現することがわかっている近位尿細管由来正常
細胞株 HK-2 の cDNA より得た Cx43 全配列を含む PCR 産物の精製物を目的遺伝子と
して導入ベクターに組み込み、トランスフェクションに供した。5 回行ったトランスフェクション
のうち、最初の 3 回で十分な Cx43 導入が確認されなかった (data not shown)。原因とし
て、細胞株とリポフェクション試薬の組み合わせが最適でなかったことが主な原因と考えられ
る。後半 2 回のトランスフェクションでは優れた導入効率を有し、多くの細胞種に汎用されて
いるリポフェクション試薬 104) を選択し直した結果、格段に導入効率が上がった。ただし、抗
生物質の長期暴露により細胞のセレクションを行ったにも関わらず、Cx43 の発現は一過性
に留まるものが多く、継代数を重ねるうちに発現が弱まる株がほとんどであった。そこで遺伝
子導入ベクターの劣化の可能性も考慮し、cDNA の精製からやり直した。このとき導入ベク
ターとなるプラスミドを線状 (liner) にしておく方が宿主の染色体に組み込まれやすい 105) 
という観点から、プラスミドを制限酵素で切断し、線状にした導入ベクターも用意した。ここで
用いた制限酵素の Bcg I は、ベクターマップの Ampicilin 耐性遺伝子領域に含まれるサイ
ト 106) のみを切断し、Cx43遺伝子領域には影響しないことがわかっている。最終的にCx43
導入株として抽出されたのは、線状プラスミドをトランスフェクトして得られた liner細胞であっ
た。 
Liner 細胞の形態は親株に比べて個々の細胞のサイズが小さいことが特徴的であった。
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この変化は外来性の核酸物質を強制的に導入することによって細胞に非常な負荷が掛かっ
たために起きた現象とも考えられたが、通常の培養をする上では接着性などに特に異常な
形質が見られることはなかった。細胞の形態や骨格に重要な因子となるタンパク群には、
integrin や tublin の他、細胞接着因子の cadherin や cadherin の裏打ちタンパクである
catenin などが挙げられる。107) MM の母体である中皮細胞は中胚葉由来であり、中胚葉由
来の組織では N-cadherin が主に発現している。この N-cadherin の中で GJ 機能の制御
に関与するのが A-CAM という接着因子だが、MM 由来の組織でも発現が確認されている。
108) しかし A-CAM が GJ を制御するためには-catenin との結合が重要であり、MM にお
けるGJIC機能の低下には-cateninの欠如や機能不全が関与する可能性も推察されてい
る。102) A-CAM を介して-catenin と Cx43 が相互に作用する因子であるならば、Cx43 の
過剰な導入が逆に-catenin に何らかの影響を及ぼした可能性があり、その一つの結果が
liner 細胞の形態的な特徴に現れたとも考えられるが、これは今後検討する必要があると考
えている。 
続いて樹立した細胞株を用い、Cx43 が癌細胞の悪性化形質にどのような影響を及ぼす
のか、増殖能 (足場依存的・非依存的)、遊走性の観点から検討した。足場依存的な増殖
試験より、liner 細胞では播種後の細胞の接着率が悪く、H28 細胞や H28-W 細胞に比べ
て浮遊している死細胞の割合が大きいことがわかった。この傾向は播種後 48 時間でも続い
ており、トリプシン処理を受けて球状化した細胞のアポトーシス抵抗性が低くなっていること
が示唆された。播種後 96 時間では細胞数の増加を認めたので、liner 細胞の増殖速度の
低下は初期の接着率の低さに起因すると考えられた。この結果から足場非依存的な増殖能
に差があるのではないかと予測されたが、ゲル培地を用いた長期 3 次元培養の結果ではコ
ロニー形成率に細胞間で有意差はなかった。以上の 2 つの検討結果を組み合わせて考え
ると、細胞の生着率は liner 細胞で劣るが、足場非依存性の過酷な環境を生き抜いた個々
の細胞が増殖する能力には差異がないと推察された。また細胞の遊走性についても細胞間
で差がなかったことから、Cx43 発現のみを回復しても増殖や転移を根本的に防ぐ確率は低
いと思われる。従って Cx43 発現を増強し、細胞のアポトーシス抵抗性が減弱された条件下
で何か他の抗腫瘍手段を組み合わせるような戦略が、MM に対して Cx43 を活用する有効
な手立てとなるのではないかと考えられた。 
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第 2 節 薬剤感受性に対する影響 
 
第 1 項では中皮腫治療に用いられる化学療法薬の一つ、cisplatin (CDDP) に対する
殺細胞効果に Cx43 が及ぼす影響について検討した。続く第 2 項では作用点について、ア
ポトーシス関連因子、薬剤耐性因子、及び Cx43 との相互作用が報告されている癌遺伝子
産物・Src の活性に着目し、検討を行った。 
 
第 1 項 中皮腫細胞株における cisplatin の殺細胞効果に対する影響 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
・ H28 (ヒト中皮腫細胞株) 
・ H-28W (ベクター導入細胞) 
・ H-28T-liner (Cx43 遺伝子導入細胞) 
細胞培養条件は第 2 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【使用薬物】 
・ RPMI-1640 (SIGMA) 
・ D-glucose (Invitrogen) 
・ 100 mM Sodium pyruvate (GIBCO) 
・ HEPES Buffer Solution (1M) (GIBCO) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
・ Trypsin-EDTA (GIBCO) 
・ PBS (GIBCO) 
・ WST-1 (Roche Applied Science) 
・ cis -Diammine dichroloplatinum (II) 〔cisplatin; CDDP〕 (Wako) 
・ 18β-glycyrrhetinic acid 〔GA〕 (SIGMA) 
・ Hs_GJA1_5 HP Validated siRNA (Qiagen) 
・ Hs_GJA1_2 HP siRNA (Qiagen) 
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・ Hs_GJA1_4 HP siRNA (Qiagen) 
・ Hs_GJA1_1 HP siRNA (Qiagen) 
・ AllStars Negative Control siRNA (5 nmol) (Qiagen) 
・ HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen) 
 
【WST-1 assay】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。ただし細胞の播種数は 3,000 cells/well、FBS 濃度
1%、CDDP 濃度は 1～100 μM (DMSO に溶解) に調製して 24 時間または 48 時間作用
させた。 
 
【Cx43 siRNA 処理】 
① liner 細胞と比較用の H28 細胞、H28-W 細胞を各々5,000 cells/well ずつ 96-well 
plate に播種した。37℃、5% CO2 下で 24 時間培養した。 
② 1 well に付き 1.5 mL マイクロチューブに無血清培地 25 μL を用意し、Cx43 siRNA
または Negative Control siRNA を最終濃度で以下の通りになるように添加した。 
・Hs_GJA1_5 HP Validated siRNA 単独で用いる場合・・・10 nM 
・Hs_GJA1_1 HP siRNA、2 HP siRNA、4 HP siRNA を混合して用いる場合 
 ･･･各々16 nM (合わせて約 50 nM) 
・AllStars Negative Control siRNA・・・5 nM 
③ 1 well に付き 1.5 mL マイクロチューブに無血清培地 24.3 μL を用意し、HiPerfect 
Transfection Reagent 0.7 μL を添加した。 
④ ②に③を添加し、室温で 5 分間反応させた。 
⑤ ④を plate の各 well に 50 μL ずつ添加し、37℃、5% CO2 下で培養を開始した。 
⑥ 5 時間後、上清を除去し、CDDP または DMSO のみを添加した培地に交換した。 
⑦ CDDP 添加 24 時間後に WST-1 assay により細胞生存活性を評価した。 
 
【RT real-time PCR】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。Cx43、RPL32 遺伝子特異的なプライマーは第 2 章,
第 1 節, 第 1 項に示したものを用いた。 
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【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
  
2．結果 
 
CDDP 添加 24 時間後の細胞生存活性は、CDDP 濃度 10 μM 以上の群で liner 細胞
と H28 細胞、または H28-W 細胞との間に有意差が生じた (Fig.2-2-1-1)。続いて Cx43 の
寄与を RNAi 法により検証した。Cx43 特異的な siRNA (Cx43-siRNA) を作用させること
により、liner 細胞の Cx43 mRNA 発現が減少することを確認した (Fig.2-2-1-2)。また
Cx43 非特異的な siRNA (NS-siRNA) ではこのような現象は見られなかった。liner 細胞
に Cx43 ノックダウン効果が認められた Cx43-siRNA を共存させて CDDP を添加したとこ
ろ、siRNA 無添加の liner 細胞に比べて細胞生存活性は有意に増強し、H28-W 細胞や
H28 細胞の活性レベルに近づいた (Fig.2-2-1-3)。 
 
 
Fig.2-2-1-1 CDDP cytotoxic effect on H28, H28-W, and liner cells were 
measured by WST-1 assay. Cells were treated with CDDP for 24 hr. Each bar 
represents mean cell viability normalized to control in each group, and vertical 
lines indicate S.D. (n=6). ** p <0.01, *** p <0.001; Significant difference from 
each of H28, ++ p <0.01, +++ p <0.001; Significant difference from each of 
H28-W, using Tukey-kramer test. 
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Fig.2-2-1-2 Cx43 mRNA expression was determined by RT-real time-PCR after 
treatment with or without siRNAs. Each value represents the mean of two 
samples and is expressed as fold increase over H28 control cells. GAPDH was 
used an internal standard. NS-siRNA; negative cotrol siRNA, Cx43-suRNA; 
validated Cx43 specific siRNA, liner-1; treated with 5 nM siRNA, liner-2; 
treated with 10 nM siRNA, and liner-3; treated with mixed three different 
siRNAs (equal to total 50 nM). 
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第 2 項 薬剤耐性改善作用の作用点に関する検討 
 
1．実験方法 
 
【細胞株】 
第 2 章, 第 2 節, 第 1 項に従った。 
 
【使用薬物】 
・ 第 1 章, 第 1 節, 第 1 項, 使用薬物 4)～34) 
・ RPMI-1640 (SIGMA) 
Fig.2-2-1-3 Changes of CDDP cytotoxic effect on liner cells after Cx43-siRNA 
treatment were measured by WST-1 assay. Cells were treated with CDDP for 
24 hr. Data are expressed as mean cell viability normalized to control in each 
group, and vertical lines indicate S.D. (n=4). *** p <0.001; Significant 
difference from each of H28, ★ p <0.05, ★★★ p <0.001; Significant difference 
from each of liner cells, using Tukey-kramer test. 
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・ D-glucose (Invitrogen) 
・ 100 mM Sodium pyruvate (GIBCO) 
・ HEPES Buffer Solution (1M) (GIBCO) 
・ Cellect® Fetal Bovin Serum 〔FBS〕 (MP Biomeicals Inc.) 
・ Trypsin-EDTA (GIBCO) 
・ PBS (GIBCO) 
・ cis-Diammine dichloroplatinum (II) 〔cisplatin; CDDP〕 (Wako) 
・ Lucifer yellow (SIGMA) 
・ TSA FluorescenceTM Systems (PerkinElmer life sciences Inc.) 
・ VECTASHIELD mounting medium for fluorescence (VECTOR laboratories 
Inc.) 
・ Anti-Rabbit Cx43 抗体 (Zymed laboratories Inc.) 
・ Anti-Bax 抗体 (SIGMA) 
・ 抗 Bcl-2 抗体 (SIGMA) 
・ 抗 Bcl-xL 抗体 (SIGMA) 
・ Anti-Src, clone GD11 (Upstate Biotechnology) 
・ Phospho-Src Family (Tyr416) Antibody (Cell Signaling TECHNOLOGY) 
・ 抗 β-ACTIN 抗体 (SIGMA) 
・ 抗 Rabbit-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
・ 抗 Mouse-IgG (H+L)-Peroxidase 抗体 (Beckman Coulter) 
・ Protease inhibitor Cocktail (SIGMA) 
・ 可溶化 Buffer； (表記は最終濃度、β-Mercaptoethanol は直前に添加) 
→ 50 mM Tris-HCl (pH6.5), 10% Glycerol (SIGMA), 2% SDS (Wako), 10% 
β-Mercaptoethanol (Wako), 0.5 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 0.5% プロテアーゼ
インヒビターカクテル (SIGMA) 
 
【Western blot】 
〈サンプルの調製〉 
各細胞を 1.2×106 cells/dish ずつ播種し、5% CO2、37℃で培養した。24 時間後にセル
スクレーパーを用いて回収した。 
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〈Western blot〉 
可溶化 buffer は本項の【使用薬物】に示した buffer を用いた。Cx43 の検出については
超音波粉砕後、加熱処理を行わずに氷上で 30 分間反応させ、4℃、12,000 g で 10 分間遠
心分離にかけた。この上清をサンプルとして回収した。またそれ以外のタンパクについては
氷上で 20 分間反応させた後、沸騰ウォーターバスに 5 分間浸し、ボルテックスで振盪してか
ら遠心分離にかけた。後の操作は第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従い、実験ごとに 20～30 μg
相当量のタンパクを用いた。 
〈抗原抗体反応〉 
 1 次抗体液は 1% Skim milk in TBS-T で調製した。Phospho-Src のみ 5% BSA in 
TBS-T を用いて調製した。 
 2 次抗体液は 0.1% Skim milk in TBS-T 溶液で調製した。Phospho-Src のみ 1% 
Skim milk in TBS-T を用いて調製した。 
 1 次抗体反応、2 次抗体反応とも 60 分間反応させたが、Phospho-Src の 1 次抗体反
応のみ over night、4℃で振盪しながら反応させた。この際水分が蒸発しないように注
意した。 
 
【免疫染色】 
① Lab-Tek® II Chamber SlideTM System 154534, 8 well glass slide に細胞を 6,000 
cells/0.3 mL/well ずつ播種し、細胞が接着するまで培養した。 
② 培養液を除去し、37℃に加温しておいた PBS で 2 回洗い、スライドの枠を外した。 
③ -20℃のメタノールで 10 分固定し、取り出してよく拭取り、続いて-20℃のアセトンで 5 分
間固定した。 
④ ドラフト内で室温にてよく乾燥させた後、PBS で 3 回洗浄した。 
⑤ PBSをよく拭取り、plateの枠線をイムノペンで囲んでからBlocking Reagentを100 μL
ずつ滴下し、30 分間反応させた。 
⑥ Blocking Reagent を除去してから 0.5% Triton X-100 を 100 μL ずつ滴下し、30 分
間反応させた。 
⑦ Triton X-100 を除去し、PBS で 3 回洗浄した後、1 次抗体液を 60 μL ずつ滴下し、
37℃で 45 分間反応させた。 
⑧ 1 次抗体液を除去し、PBS で 3 回洗浄した後、2 次抗体液を 60 μL ずつ滴下し、37℃
98 
で 45 分間反応させた。 
⑨ 2 次 抗 体 液 を 除 去 し 、 PBS で 3 回 洗 浄 し た 後 、 Fluorophore Tyramide 
(Amplification Reagent) Working Solution を 100 μL ずつ滴下し、8 分間反応させ
た。 
⑩ PBS で 3 回洗浄した後、遮光下で PI 染色液中に浸し、室温にて 30 分間振とうしながら
反応させた。 
⑪ PBS で 3 回洗浄した後、マウント液 (VECTASHIELD) を 1 滴ずつ滴下し、泡が入ら
ないように注意しつつカバーガラスを被せた。 
⑫ カバーガラスの周りをマニキュアでシーリングし、乾燥させた。解析するまでは乾燥を防
ぐためにシリカゲルを保存容器内に同封し、4℃で保存した。 
⑬ 蛍光顕微鏡下で蛍光の分布を観察した。 
 
【Scrape-loading】 
① 35 mm glass base dish (IWAKI) に各細胞を播種し、セミコンフルエントに到達する
まで 5% CO2、37℃で培養した。 
② 細胞の dish の上清を除去し、PBS で 2 回洗い、薄く PBS で浸した状態で、定規を当
てながら剃刀で dish の細胞接着面に 3 本の直線を引いた。 
③ PBS を除去し、0.05% lucifer yellow in PBS を 1 mL/dish 添加した。遮光しながら 3
分反応させた。 
④ 上清を除去し、lucifer yellow が残らないように PBS で 3 回洗った後、4% 中性緩衝ホ
ルマリン液を 1 mL/dish 添加し、1 分間固定した。 
⑤ ホルマリン液を除去し、遮光下、蛍光顕微鏡 (OLYMPUS IX71) にて直線からの蛍光
の拡散を観察した。 
 
【GJ inhibitor 使用後の CDDP 感受性試験】 
96-well plate に各細胞を 2,000 cells/well ずつ播種し、24 時間培養した後、GJ 
inhibitor の GA 0.5 μM 溶液 (FBS 1%) に置換し、5% CO2、37℃で反応させた。3 時間
後に上清を除去し、CDDP または DMSO のみを溶解した培地に交換した。CDDP 添加 48
時間後に WST-1 assay を行い、細胞生存活性を評価した。 
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【FACS analysis】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
 
【統計処理】 
第 1 章, 第 1 節, 第 1 項に従った。 
  
2.結果 
 
Cx43 タンパク質の発現は liner 細胞のみで明確に確認された (Fig.2-2-1-1)。発現パタ
ーンはリン酸化フォームの P1 または P2 のバンドと、非リン酸化フォームである P0 のバンドの
2 本に分かれた。また、Cx43 タンパク発現を免疫組織化学的に確認したところ、H28 細胞
ではほとんど染色されなかったが、liner 細胞では細胞の輪郭に沿うような形で染色が認め
られた (Fig.2-2-2-2)。 
 
H28 H28-W liner
Cx43
b-actin
P1/P2
P0
 
Fig.2-2-2-1 Cx43 protein expression was detected by western blot method. 
P0; non phosphorylated status, P1/P2; phosphorylated status. β-actin was 
used as an internal standard. 
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Scrape-loading による lucifer yellow の拡散は liner 細胞でのみ直線部分から 2 層目、
3 層目の細胞まで拡がりが確認され (Fig.2-2-2-3)、GJIC が機能していることが示唆された。
さらに GJ の形成が CDDP の殺細胞効果の増強に寄与したのかどうか、GJ inhibitor の
GA を用いて検証した。GA の添加は liner 細胞における CDDP 添加後の細胞生存活性に
ほとんど影響を及ぼさなかった (Fig.2-2-2-4)。 
H28
liner
PI Cx43
H28-W
 
Fig.2-2-2-2 Immunohistochemical detection of Cx43 in each cell. Red spots 
are cellular nucleus stained by PI, and green spots localized in plasma 
membrane are Cx43. 
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liner
H28-W
H28
 
Fig.2-2-2-3 Gap junctional intercellular communication (GJIC) of H28, H28-W, 
and  liner cells cultured in confluent status were measured by scrape-loading 
assay. GJIC was assessed using Lucifer yellow dye transfer as described. Left; 
phase-contrast pictures, right; dye transfer from the primary dye-coupled cells. 
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Fig.2-2-2-4 The effect of GJ inhibitor (GA) on CDDP cytotoxic effect were 
measured by WST-1 assay. Cells were subjected (A) with or (B) without 4 hr of 
GA treatment followed CDDP treatment for 48 hr. Data are expressed as mean 
cell viability normalized to control in each group, and vertical lines indicate 
S.D. (n=4), *** p <0.001; Significant difference from H28, using Tukey-kramer 
test. 
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CDDP の薬剤耐性因子のひとつとして知られる DNA 修復機構関連因子・ERCC1 の
mRNA 発 現 は Cx43 の 導 入 に 関 わ ら ず 全 て の 細 胞 株 で 発 現 が 確 認 さ れ た 
(Fig.2-2-2-5-A)。ただし、Cx43-siRNA 処理をした liner 細胞では ERCC1 の有意な発現
上昇がみられた (Fig.2-2-2-5-B)。 
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Fig.2-2-2-5 ERCC1mRNA expression was detected by RT-PCR. The upper 
photograph shows RT-PCR products (121bp, 30 cycles) of H28, H28-W, and 
liner cells (A). It reflects three independent experiments. N.C. means a 
negative control sample; diluted water instead of cDNA. ERCC1 mRNA 
expression in liner cells treated with and without Cx43-siRNA were 
detected by RT-real time-PCR (B). GAPDH was used as an internal 
standard. **p <0.01; Significant difference from liner, using Student’s t-test. 
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細胞周期に対する影響は無血清培地で処理することにより、G1 期に同調させてからスタ
ートした (0 時間)。0 時間の段階で H28 細胞に比べて liner 細胞では G1 期の割合が少な
い傾向が見られ、48 時間までこの傾向は続いた (Fig.2-2-2-6)。コントロール群と CDDP 添
加群での G1 期の割合を比較すると、12 時間の作用ではほとんど差はなかったが、24 時間
の作用で H28 細胞ではコントロール群の 1.4 倍、liner 細胞では 2.5 倍、また 48 時間の作
用で H28 細胞では 1.8 倍、liner 細胞では 1.9 倍の値を示した。 
 
一方、sub-G1 期の割合からアポトーシス細胞の割合を推察したところ、liner 細胞では特
に CDDP を 6 時間または 48 時間作用させたサンプルで H28 細胞に比べて高い割合で認
められた (Fig.2-2-2-7)。 
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Fig.2-2-2-6 The transition cell cycle distribution before and after the 
stimulation of CDDP (25 μM) in H28 and liner cells. Cells were treated with 
CDDP for indicated times and each of 20,000 cells were analyzed by flow 
cytometry. Cotrol cells were treated with 0.1% (v/v) DMSO. 
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一方でアポトーシス関連因子としてミトコンドリアタンパク質である Bcl-2 ファミリーの 3 種 
(Bax, Bcl-2, Bcl-xL) の発現を比較した結果、アポトーシス促進因子の Bax の発現に関し
ては H28 細胞や H28-W 細胞に比べ、liner 細胞で高い傾向がみられた (Fig.2-2-2-8)。
また癌遺伝子産物 Src の活性は逆に liner 細胞において減少傾向が認められた 
(Fig.2-2-2-9)。 
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Fig.2-2-2-7  The effect on the induction of apoptosis was detected as pre 
G0-G1 position (Sub-G1 population) in cell cycle of H28 and liner cells. Cells 
were treated with CDDP for indicated times, and each of 20.000 cells were 
analyzed by flow cytometry. 
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Fig.2-2-2-8 Bcl-2 family protein expressions were detected by Western 
blot method. β-actin was used as an internal standard.  
H28 H28
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Fig.2-2-2-9 Src protein expression was detected by Western blot method. 
Total Src was detected by Anti-Src, clone GD11 antibody, and Phospho-Src 
(active form) was detecte by Phospho-Src Family（Tyr416）  Antibody. 
β-actin was used as an internal standard. 
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考察 
 
癌の治療は主に外科的切除と化学療法、放射線療法の 3 種の治療で成り立っている。近
年の検診などの技術進歩による早期発見で治癒が期待できる例も少なくないが、依然として
切除不能で化学療法に頼らざるを得ない症例が多くを占める。109) 緒言に述べた通り、MM
は非常に進行の早い病変であり、効果的な化学療法の開発が切望されるところである。従
来の抗癌薬に加えて分子標的治療薬を組み合わせる研究が多種の癌において開発される
昨今であるが、本節で述べたように Cx43 遺伝子治療を抗癌薬と組み合わせる方法はその
意義において有用性が期待される。RNAi 法により、Cx43 が CDDP 感受性の改善に確か
に寄与することが示された。この効果について、Cx が GJ の構成因子であることから GJIC
によるものなのか、また GJ とは独立した機能に起因するのか、両面の可能性から作用機構
の検討を行った。 
合成された Cx43 タンパクは細胞膜に運搬され、リン酸化を受けることが GJ の形成に必
須である 110) と認識されており、特に十分にリン酸化を受けた状態である P2 フォームが
Cx43 タンパクの膜上での凝集や GJ 機能に関与することが示されている。111) Westernblot
の解析から liner 細胞では Cx43 のリン酸化フォームが確認されており、P1/P2 が十分に分
離できずその区別までには至らなかったが、Cx43 免疫染色からも liner 細胞でのみ
cell-cell 間の境界に斑点状に並ぶ点を検出し、Cx43タンパク質が膜上に凝集してGJが形
成されている可能性は高いと考えられた。また、Scrape loading 法の結果から liner 細胞で
GJIC 機能が保持されていることが示唆された。以上を踏まえ、GJ 形成および機能の回復
が CDDP の殺細胞効果にどの程度寄与したのか、GJ 形成を阻害する (P2 フォームの形成
を阻害する) GA を用いて確認した。しかし GA の添加は CDDP に対する細胞の感受性に
ほとんど影響しなかったことから、GJIC が関与する可能性は低いと考えられた。 
CDDP は癌細胞内の DNA 鎖と結合し、二重らせん構造を変化させて DNA 合成及びそ
れに引き続く癌細胞の分裂を阻害するものと考えられている。 93) 5-fluorouracil や
paclitaxel などと同様に、非常に多くの癌腫に対して広く用いられる抗癌薬である 112) ので、
耐性化の機構についても様々な研究が行われている。一般に抗癌薬の耐性化の機序とし
ては、薬剤排出の亢進、アポトーシスの減少、増殖因子などによる生存シグナル経路の活
性化、DNA 修復能の亢進などの関与が知られている。113) MM における薬剤排出系の因
子に関しては、多剤耐性に関与するトランスポーターの P-gp や MRP-1、MRP-2 の発現が
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正常中皮組織に比べて中皮腫組織で上昇しているという報告があるが、患者の生存率との
関連性は定かではない。114) 他の MRP タンパク質や薬物の解毒に関与する GST 関連の
因子が耐性に重要な寄与を示すのではないかと考えられている。そこで本研究においては、
Cx43 の作用点を考えるに当たって、DNA 修復機構の因子、アポトーシス因子および増殖
因子に的を絞って検討を行った。 
はじめに、CDDP の作用が DNA 鎖に直接結合するという機序によることから、耐性化に
重要な影響を及ぼすものとして DNA 修復機構に着目した。DNA 修復機構の一つであるヌ
クレオチド除去修復 (nucleotide excision repair; NER) 過程は嵩のある DNA 付加生成
物を除去する機構で、CDDP 作用後に発生した CDDP-DNA 付加生成物をゲノム DNA
から取り除く。NER の亢進は付加生成物を過剰に除去することによって損傷された DNA の
修復を図り、癌細胞が生き延びる方向に作用させるので、耐性化に寄与する 115), 116) と考え
られている。この過程に関与する約 30 個のタンパク質が同定されており 117)、損傷部位の認
識、DNA 二重らせん鎖の開環、損傷部位の切り出し、隙間を埋めるための合成、糊付け、
という段階を経て耐性化が出現する。損傷部位の切り出し段階で反応の律速に関与するの
が excision repair cross-complementing gene 1 (ERCC1) に規定される ERCC1 タンパ
ク質で、これまでに ERCC1 発現の程度と CDDP を基盤とする化学療法後の生存率や治療
に対する応答性に相関があるという報告が出ている。118), 119) しかし H28 細胞と liner 細胞
で ERCC1 mRNA 発現に差は認められず、本研究でみられた Cx43 導入による CDDP 感
受性増強作用が NER に対する作用を介している可能性は低いと考えられた。ただし
Cx43-siRNA で処理した liner 細胞で発現の増強が認められたことから、Cx43 が ERCC1
に何らかの影響を及ぼす可能性も排除できない。ERCC1 タンパクは NER 関連タンパクの
xeroderma pigmentosum (XP) F とヘテロダイマーを形成し、ERCC1/XPF 複合体が実
際の反応を進行する。115), 120) また同じ NER の因子である ERCC2 や ERCC3 は基本転
写因子 transcription factor for RNA polymerase (TF) II H を構成するサブユニットと同
一であることがわかっている。121) もし ERCC1 タンパク質の制御に Cx43 が関与するならば、
ERCC2 や ERCC3 発現にも関与する可能性が考えられ、その場合はこれらが遺伝子の転
写調節も担うため、DNA 修復機構因子の ERCC1 mRNA の発現に影響を及ぼさないとも
言い切れない。今後は ERCC1 タンパク質の発現、ERCC1/XPF 複合体の形成や損傷オリ
ゴヌクレオチドの切り出し反応などの機能に対して、Cx43 がどれだけ影響を及ぼすのか検
証する必要がある。 
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損傷を受けた DNA は複製される前に G1 チェックポイントで精査され、DNA 修復機構へ
回されるため、CDDP 感受性の細胞では G1 arrest が起こると考えられる。122) H28 細胞、
liner 細胞いずれにおいても CDDP の添加により G1 期の割合が増加したことから、少なか
らず G1 チェックポイントが作動したことが示唆されたが、両者の間に顕著な差は見られなか
った。この結果は NER の方で Cx43 の寄与が少なかったことと合致するものと考えられる。 
一方で sub-G1 期の割合から推測されたアポトーシス細胞の割合は liner 細胞で著しく多
いことが示され、WST-1 assay で観察された CDDP 感受性の改善効果を裏付ける結果で
あった。細胞のアポトーシスは細胞内外の刺激を受けて発生するが、主な２つの経路として
DNA の損傷を受けてミトコンドリアで促進される内因的経路と、Fas や TNF- をなどの
death receptor を介する外因的経路が知られている。107) いずれも最終的にはカスパーゼ
の活性化によりプログラムされる細胞破壊を誘導する。前者の経路の上流には癌抑制遺伝
子の p53 が存在し、多くの癌腫の発癌過程に p53 の mutation が関与する。しかし MM に
おける p53 は野生型が保持されている確率が高く、アポトーシス抵抗性への寄与は低いと
考えられている。123) それ故にヒトの MM におけるアポトーシスに関しては不明な点が多い。
MM においてアポトーシスに対する潜在的な役割が報告されているのはミトコンドリア膜透
過性を制御する Bcl-2 ファミリーやカスパーゼ 9 の活性化阻害因子である inhibitor of 
apoptosis protein 1（X-IAP）、survivin などが挙げられる。124) アポトーシス抵抗性を示
す MM 細胞では、Bcl-2 ファミリータンパク質の一つで、抗アポトーシス因子である Bcl-xL
の高発現が報告されている。125) 従って Bcl-xL 発現を抑制することはアポトーシスの増強
を誘導すると推察される。しかしながら本研究で用いた H28 細胞、H28-W 細胞、及び liner
細胞のいずれにおいても Bcl-xL の発現はみられず、代わりにアポトーシス促進因子である
Bax の発現が liner 細胞で増強している傾向が見られた。これは Bcl-xL/Bax の比率が
liner細胞においてはBaxに傾いていることを示しており、CDDPの感受性増強に関与する
ものと考えられる。これまでに MM におけるアポトーシス耐性について、Bcl-2 ファミリーに着
目し、Bcl-2 の過剰発現によるのか、又は Bax の発現抑制によるのかについて検討した報
告がある。Bcl-2 の発現は使用したほとんどの細胞株でみられず、一方で Bax はほぼ全て
の細胞株で確認されたことから、Bax の mutation によるタンパク質の機能不全やアポトー
シス促進阻害、または Bax に対する非競合的な作用が MM に対するアポトーシス耐性を誘
発するのではないかと推察されている。126) またいくつかの癌腫においてはその増殖にアル
ギニンが必須であり、MM も同様の性質を持っているが、アルギニン合成を担う酵素、
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argininosuccinate synthetase (AS) を欠損した MM 細胞において、Bax のコンフォメー
ションが活性化し、アポトーシスが顕著に観測されたという報告もある。127) 本節の実験から
Cx43 により Bax の発現が増強したと考えられたが、親株の H28 細胞でも発現が確認され
ている。H28 細胞と liner 細胞で発現している Bax の機能にどのような差異が存在するのか、
またそれがアポトーシスの誘発にどの程度寄与しているのか、今後検証していく必要がある
と考えられる。 
ところで本研究で用いた H28 細胞株を含む MM 細胞株および MM 患者由来の組織で
は癌遺伝子産物である c-Src の発現が広く確認されており、また c-Src のインヒビターである
dasatinib を作用させることで細胞の遊走性や浸潤性が抑制され、強力な殺細胞効果も確
認されている。128) 第 1 章で述べた通り、c-Src は血管新生因子 VEGF の発現誘導に必須
の因子であり、SFKs の減少が微小血管密度の減少や血管新生促進サイトカインの活性化
を抑制することが報告されている。129) Cx43 は細胞の遊走性や浸潤性には影響を与えなか
ったが、Src の活性化を抑制したことから、in vivo の系においては血管新生の阻害を介して
癌細胞の増殖抑制効果を示す可能性が考えられる。増殖を抑制された癌細胞は細胞周期
のチェックポイントで精査される確率が上がり、化学療法薬への感受性が増強されることは
容易に予想される。Src は細胞増殖シグナルカスケードの PI3K-Akt 経路や Ras-Raf-Erk 
kinase 経路に作用し、増殖を促進する。これらの経路は増殖因子の epidermal growth 
factor receptor (EGFR) の下流に位置する。Src が EGFR の機能とリンクしていることも知
られている。130), 131) MM では EGFR の過剰発現が報告されており、細胞の生存能力に重
要な役割を占めていると考えられる。132) よって EGFR 特異的な tyrosine kinase 
inhibitor である gefitinib が有望な治療薬となりうる。しかし、残念ながら再発癌においては
EGFR 遺伝子の mutant が加わり、gefitinib が無効となってしまうことも少なくない。ところ
が SFKs を阻害することにより、EGFR に非依存的な PI3K/Akt や Ras/Erk 阻害効果が得
られれば、gefitinib を有効に活用してアポトーシスを誘導することが可能であり、非小細胞
肺癌においてはgefitinib とSrc阻害剤の併用効果を示したという報告もある。130) また胆の
う癌においても一部このような効果が認められている。131) すなわち Cx43 の Src 活性化抑
制作用は分子標的治療薬の応用にも効果を示す可能性があると考えられる。 
ここで Cx43 の作用点として検討した中では、アポトーシス促進因子の Bax の発現増強、
そして腎細胞癌や肺腺癌に対する Cx32 の作用点としても着目した Src の活性化抑制が、
Cx43導入細胞でのCDDP感受性増強に何らかの寄与をしたと考えられた。ただしここで観
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察された結果はいずれも一元的に各段階の事象を切り出して検討した結果であり、Cx43 の
関与を追究するためには RNAi 法等を用いて同様に一連の効果が得られることを確認しな
ければならない。Cx 研究が進むにつれ、Cx は確かに GJを形成する前駆物質ではあるが、
細胞膜上で GJ を形成せずに Cx タンパク質の 6 量体・コネクソンの状態で存在・活性化す
ることもわかっている。活性化されたコネクソンが GJ という役割を越えて細胞間のシグナル
伝達に重要な因子となっていることは既に疑いようがない。本研究においても GJ 
dependent な作用および independent な作用というアプローチを試みたが、Cx 研究に共
通に言える弱点としては、GJ チャネルを阻害する手段として薬理学的試薬に依存している
ことが挙げられる。134) GA に代表される GJ 阻害剤は Cx、コネクソン、あるいは細胞間チャ
ネルのいずれかに特異的に作用するわけではないので、間接的な阻害作用に留まる。すな
わち他のシグナル経路を介する余地を残してしまう。一方で Cx の発現が他の多くの遺伝子
発現や細胞骨格を変化させてしまうことも、Cx 固有の機能の解釈を混同させてしまう要素で
あるといえる。実際に本研究で作成した liner 細胞のサイズが親株の H28 細胞と比べて格
段に小さくなったことがその例の一つであり、この変化が期待された CDDP 感受性増強作
用に何の影響も来たしていないとは言い切れない。これからはコネクソンに特異的な競合阻
害剤の開発と Cx 遺伝子の一部分を欠損させてその機能を探るような遺伝学的アプローチ
の双方を組み合わせることが Cx の詳細な機能および作用機構の追求に必要となるだろう。 
 
Scheme 2
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第 2 章 小括 
 
 Cx43 は H28 細胞播種後初期の生着率を抑制し、アポトーシス抵抗性を減少させると
考えられた。 
 Cx43 は H28 細胞の遊走能や足場非依存的増殖能に影響を及ぼさなかった。 
 Cx43 は CDDP 作用後の H28 細胞の生存活性の低下、ならびに sub-G1 期の割合を
増加させたことから、CDDP の殺細胞作用を増強したと考えられた。 
 H28 細胞への Cx43 遺伝子導入は GJ 形成ならびに GJIC 機能を回復させたが、
GJIC が CDDP 殺細胞効果増強作用へ関与する可能性は低いと考えられた。 
 Cx43 は DNA 修復機構関連因子の ERCC1 発現に作用する可能性が示唆されたが、
H28 細胞の CDDP 殺細胞効果増強作用に直接的な影響は低いと考えられた。 
 Cx43 はアポトーシス促進因子の Bax の発現増強を促し、また癌遺伝子産物 Src の活
性化を抑制したと考えられ、これらが CDDP 殺細胞効果の増強に関与する可能性が示
唆された。 
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総括 
 
本研究では、細胞間ギャップ結合 (GJ) の構成因子であるコネキシン (Cx) 遺伝子の癌
抑制機能に基づく治療法の確立を目指し、Cx 遺伝子の機能に関する基礎的検討を行い、
以下に示す知見を得た。 
 
第 1 章では、Cx32 を対象に取り上げ、以前にその有用性が示唆された腎細胞癌株
Caki-1 細胞および肺腺癌株 A549 細胞における作用を検討した。 
いずれもビンカアルカロイドが化学療法に用いられるが、薬剤抵抗性因子の発現制御は
奏功率に大きく貢献する。Cx32 遺伝子導入により、多剤耐性因子・MDR-1/P-gp の発現が
顕著に抑制され、アポトーシスの増強に寄与したと考えられた。また、感受性の増強に
GJIC の回復が寄与した可能性もわずかに認められた。 
また転移能に対する作用は SCID マウスを用いた血中移行性モデルならびに in vitro の
癌悪性化形質に対する影響から検証し、Cx32 が転移コロニー形成率の抑制、血管新生や
細胞の浸潤・遊走性に関与する VEGF の発現、そして PAI-1 をはじめとする血液線溶系因
子の発現制御に寄与することが示された。 
そこで作用機構について低酸素条件下 (hypoxia) で検証した結果、Cx32 の発現が
hypoxiaの中心的役割を担うHIF-2 の発現を制御し、Srcの活性化を抑制することが示さ
れた。Src の特異的阻害剤 (PP1) を用いて、Src 活性の制御が HIF-2 発現、薬剤抵抗
性因子、そして浸潤・転移関連因子の発現に影響を及ぼすことが確認された。従って Cx32
の癌抑制作用は Src が主な作用点となり得る可能性が示された。 
 
第 2 章では、Cx43 を取り上げ、対象とする癌腫には悪性中皮種 (MM) を選択し、H28
細胞におけるCx43の有用性について検証した。Cx43遺伝子導入の効果は細胞の増殖や
遊走性などには顕著な影響が認められなかった一方で、化学療法薬 CDDP の殺細胞効果
に対しては有意な生存活性の低下を認め、アポトーシスの増強が確認された。この作用に
は GJIC の回復による寄与は低く、アポトーシス促進因子・Bax の発現増強ならびに Src の
活性化抑制が貢献した可能性が考えられた。ただしこれらの関与については特異的阻害剤
等を用いて今後検証が必要である。 
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以上より、本研究で模索した Cx 分子種と癌細胞株の組み合わせ (Cx32-Caki-1 細胞、
Cx32-A549 細胞、Cx43-H28 細胞) においては Cx を癌治療へ応用する可能性を見出せ
た。Cx 発現の程度によって癌細胞を下図 3 のように分類した。すなわち、①Cx 発現のある
細胞、②Cx 発現の弱い細胞、③Cx 発現がみられない細胞、の 3 種類である。①の細胞は
Cx 発現があるが Cx 輸送系の破綻等によって局在の異常が生じ、他のタンパク質との相互
作用が正常に機能しない、または他の因子が癌の悪性化形質の防御により重要な寄与を
占めている可能性が考えられ、悪性化形質を改善させるにはこれらの要因を是正しなくては
ならない。一方、本研究で検討した Cx の癌抑制機能が期待される癌細胞のタイプは②また
は③の細胞で、第 1 章の Cx32-Caki-1、また Cx32-A549 の組み合わせが③、第 2 章の
Cx43-H28 の組み合わせが②とそれぞれ想定された。今後は Cx の作用機構ならびに発現
制御についての研究がその応用性を高めると考えられる。その成果が、特異的な Cx 発現を
特定の臓器においてどのように制御するのか、といった細胞工学的なアプローチにも必須
であると考えるためである。実験機器の開発や技術の向上もまた必須アイテムであり、さらに
は多彩な分野に渉る研究者間の協力を得て、集学的治療の構築に繋がることを期待した
い。 
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図 3 癌細胞のコネキシン発現による癌治療法戦略 
① Cx発現あり ② Cx発現弱い ③ Cx発現なし 
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本研究の遂行に当たり、多くの御助言、御協力を頂きました 藤本 絵里子 博士、高野 
泰幸 学士（修士課程）、ならびに高齢者薬剤学研究室の修了生、在校生の皆様に深く感
謝申し上げます。 
 
本研究により多くの動物達が尊い生命を捧げてくれたことに対し、哀悼の意を表し、心より
彼らの冥福を祈ります。 
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常に切磋琢磨し合った千葉大学薬学部の同窓生、ならびに高齢者薬剤学研究室の同期
生に、心から感謝致します。 
 
数々の的確な御助言を下さり、温かく見守ってくださった 根岸 悦子 博士に深く御礼申
し上げます。 
 
最後に、長きに亘る貴重な学生生活の機会を与え、物心両面から支えてくれた家族およ
び親族に、心より感謝を述べて、私の謝辞とかえさせていただきます。 
 
2008 年 2 月 18 日 
佐藤 洋美 
132 
審査 
 
本学位論文の審査は千葉大学大学院 薬学研究院で指名された下記の審査委員により
行われた。 
 
主査 千葉大学大学院教授（薬学研究院） 薬学博士 山口 直人 
 
副査 千葉大学大学院教授（薬学研究院） 薬学博士 堀江 利治 
 
副査 千葉大学大学院教授（薬学研究院） 薬学博士 村山 俊彦 
 
